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Ag – antigen, bio-označevalec 
ATCC – American Type Culture Collection  
AU – poljubna enota (ang. arbitrary unit) 
bp – bazni pari 
CD133 – površinski celični glikoprotein prominin-1 
CDKN2A – od ciklina odvisen inhibitor kinaze 2A 
CDR1, CDR2, CDR3 – antigen vezavne regije nano-protiteles 
CHI3L1 – hitinazi 3 podoben protein 1 
DCX –  doublecortin 
ddH2O – bidestilirana voda 
DLL3 – Delta-like-3 Notch ligand  
DTT – 1,4-ditiotreitol 
EGFR – receptor za epidermalni rastni dejavnik 
EGFRvIII – receptor za epidermalni rastni dejavnik, varianta III 
ELISA – encimsko imunski test 
EMT – epitelno-mezenhimski prehod 
FP – smerni začetni oligonukleotid 
Fv – variabilna regija klasičnih protiteles 
GABRA1 – podenota alfa-1 receptorja za gamaaminobutirično kislino 
GBM – glioblastom multiforme 
GMC – glioblastomske matične celice 
HcAb – težkoverižna kamelja protitelesa 
HE – hematoksilin/eozin  
IDH1 – izocitrat dehidrogenaza 1 
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IDH2 – izocitrat dehidrogenaza 2 
IHK – imunohistokemija  
KMP – krvno možganska pregrada (ang. blood-brain barrier – BBB) 
L1CAM – adhezijska molekula nevralnih celic L1 
MERTK – receptor tirozin kinaze  
MGMT – O6-metilgvanin DNA metiltransferaza 
mRNA – informacijska RNA 
mTOR – tarča rapamicin kinaze 
Nb – nano-protitelo, nanotelo 
NEFL – nevrofilamentni lahki polipeptid 
NF1 – neurofibromin  
NFƙB – jedrni dejavnik oječevalca kapa lahke verige aktiviranih celic B 
Nm – nanometer 
NSC – nevralne matične celice 
OD – optična gostota 
OLIG2 – oligodendrocitni rastni dejavnik 
PCR – verižna reakcija s polimerazo 
PDGFRA – receptor za iz trombocitov izhajajoči rastni dejavnik 
PI3K – fosfatidilinozitol 3 kinaza 
PTEN – homolog fosfataze in tenzina 
PVDF – polivinildifluoridna membrana 
RMC – rakave matične celice 
RP – protismerni začetni oligonukleotid 
rpm – število obratov na minuto  
sdAb – protitelo, sestavljeno iz ene domene 
SDS – natrijev dodecilsulfat 
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SLY12A5 – nevronski K-Cl kotransporter 
ssDNA – enoverižna DNA 
SYT1 – sinaptotagmin 
TCF3 – transkripcijski dejavnik E2-α 
TNF – dejavnik tumorske nekroze 
TP53 – tumorski protein p53 
TUFM – mitohondrijski translacijsko-elongacijski dejavnik 
VEGF – vaskularni endotelijski rastni dejavnik 
VH – hipervariabilna regija klasičnih protiteles 
VHH – hipervariabilna regija težkoverižnih protiteles 
VL – variabilna regija lahke verige klasičnih protiteles 




Glioblastom multiforme (GBM) je gliom, tumor osrednjega živčnega sistema, 
najpogostejša oblika možganskega tumorja, za katerim zboli 3-5 bolnikov na 100.000 ljudi. 
Povprečni čas preživetja bolnikov z GBM je od časa diagnosticiranja 12 do 18 mesecev, ob 
kombinirani postoperativni terapiji z uporabo temozolomida. Genetska heterogenost GBM 
je posledica glioblastomskih matičnih celic (GMC). GMC zaradi svoje odpornosti proti 
kemoterapevtikom in radioterapiji uspešno napadajo zdravo okoljsko tkivo. Zdravljenje je 
dodatno oteženo zaradi krvno-možganske pregrade (KMP), saj je prehod kemoterapevtikov 
skozi njo zelo otežen. Za izboljšanje zdravljenja GBM in izid za bolnika je potrebna stalna 
dostava zdravil v celice glioma, obenem pa je potrebno zmanjšati učinek zdravil na 
sosednje, zdrave nevrone in celice glije. Novi pristopi zdravljenja GBM so zato zelo 
zaželeni in potrebni. Za razvoj usmerjenega zdravljenja pa še vedno potrebujemo odkritje 
bolj specifičnih biomolekularnih označevalcev GMC, kot tudi njihovih tarčnih zdravil, ki 
bi prehajala KMP. To lahko dosežemo s proteomskim pristopom, ki temelji na nano-
protitelesih, ki so eno-domenski antigen-vezavni fragmenti, pridobljeni iz kemelidnih 
težkoverižnih protiteles, ki zaradi svoje majhnosti  lahko prehajajo KMP.  
V doktorski nalogi smo izdelali knjižnico nano-protiteles in opravili njihovo 
imunoafinitetno obogatitev, izvedeno na celotnih GMC, in tako pridobili nano-protitelo, 
specifično za bio-označevalec GMC. Z masno spektrometrijo smo ugotovili, da je nov bio-
označevalec mitohondrijski translacijsko-elongacijski dejavnik TUFM. Diferenčno 
izražanje TUFM smo proučevali na ravni proteinov in mRNA, in sicer v celičnih linijah 
GBM (U87MG in U251MG), GMC in tkivih GBM, v primerjavi z izražanjem v nevralnih 
matičnih celicah (NSC) in normalnih možganskih tkivih. S prenosom western smo na ravni 
proteinov ter qPCR na ravni mRNA potrdili nadizražanje TUFM v GMC. Z 
imunohistokemijo, na tkivnih rezinah, vklopljenih v parafin, smo potrdili nadizražanje 
TUFM v tkivih GBM, v normalnem možganskem tkivu pa se TUFM ni izražal. Z 
imunocitokemijo smo potrdili vstop nano-protitelesa anti-TUFM v GBM celice U87MG, 
U251MG in GMC ter njegovo vezavo v območje mitohondrijev. Citotoksičnost vezave 
nano-protitelesa anti-TUFM na antigen smo preverili z metabolnimi testi na celičnih linijah 
GBM (U87MG in U251MG), GMC ter kontrolnih celičnih linijah – astrocitih, nevralnih 
matičnih celicah in človeških nesmrtnih keratinocitih. Nano-protitelo anti-TUFM je imelo 
citotoksičen učinek na vse celične linije GBM, medtem ko toksičnosti anti-TUFM na 
kontrolnih celičnih linijah nismo opazili.  
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Z vklapljanjem nano-protiteles anti-TUFM v arheosome smo preverili ali obstaja boljši oz. 
bolj učinkovit dostavni sistem za vnos nano-protitelesa anti-TUFM v celice. Arheosomi 
niso citotoksični in vivo in imajo edinstvene strukturne lastnosti, ki so osnova za razvoj 
novih dostavnih sistemov zdravil. Te lastnosti so stabilnost pri visokih temperaturah, 
nizkem oz. visokem pH, odpornost proti fosolipazam in solem žolčnih kislin ter manjša 
membranska prepustnost. Nano-protitelesa anti-TUFM smo uspešno vklopili v arheosome 
in ugotovili, da le-ti vstopajo v celice GBM, U251MG in U87MG. Ugotovili smo, da ima 
nano-protitelo anti-TUFM, vklopljeno v arheosom, na celice GBM manjši citotoksični 
učinek kot ga ima samo nano-protitelo anti-TUFM. 
V doktorski nalogi smo dokazali specifičnost in izrazit zaviralni učinek nano-protitelesa 
anti-TUFM na rast GMC, kar bi lahko v prihodnje pripomoglo k razvoju specifičnega 
pristopa za zdravljenje glioblastoma. 



















Glioblastoma multiforme (GBM) is a glioma, a tumor found in central nervous system. It is 
the most common form of brain tumors, which affects 3-5 patients per 100,000 people. The 
average survival period of patients with GBM is 12 to 18 months, which includes resection 
and combination of postoperative therapy with temozolomide. Glioblastoma stem cells 
(GMC) are responsible for high genetic heterogeneity of GBM, and due to their resistance 
to chemotherapy and radiotherapy they successfully invade healthy tissue.  The treatment 
is further aggravated, due to difficult transition of chemotherapeutics through blood-brain 
barrier (BBB). To improve GBM treatment and the outcome of patients, it is necessary to 
continuously deliver drugs to the glioma cells while reducing the effect of drugs on 
adjacent, healthy neurons and glial cells. New GBM treatment approaches are therefore 
much needed. For the development of targeted GBM treatment, we still need the discovery 
of more specific GMC biomarkers and the corresponding targeting drugs that would pass 
BBB. This can be achieved by a proteomic approach based on nanobodies, single-domain 
antigen-binding fragments, derived from camelid heavy chain antibodies that can, due to 
their small size, pass BBB. 
In the doctoral thesis, we constructed a nanobody library and biopannings were made on 
the whole GMCs. We obtained a nanobody specific for a GMC antigen. Mass spectrometry 
determined that the new biomarker of GMC is the mitochondrial translational-elongation 
factor TUFM. Differential expression of TUFM was studied at the protein and mRNA 
levels in the GBM cell lines (U87MG, and U251MG), GMC and GBM tissue, compared to 
its expression in neural stem cells (NSC) and normal brain tissue. Western blot and qPCR 
confirmed the TUFM overexpression in GMC. With immunohistochemistry, on paraffin-
embedded GBM tissue, we confirmed the TUFM overexpression, whereas the normal 
brain tissue was negative for TUFM. Immunocytochemistry confirmed the entry of anti-
TUFM nanobodies to the U87MG, U251MG and GMC cells and its binding to 
mitochondria. The cytotoxic effect of anti-TUFM nanobodies on GBM-related cell lines 
(U87MG, U251MG and GMC), and on control cell lines (astrocytes, NSC and human 
immortal keratinocytes) was measured through metabolic assays. Anti-TUFM nanobody 
had cytotoxic effect on all GBM cell lines, while on the other hand no toxicity of anti-
TUFM on control cell lines was observed. 
Anti-TUFM nanobodies were encapsulated to archeosomes and used to verify their 
delivery in cells. Aerheosomes are not cytotoxic in vivo and have unique structural 
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properties for the development of new drug delivery systems. These properties are stability 
at high temperatures, extreme pH values, resistance to phospholipases and bile salts and 
lower membrane permeability. Successfully, anti-TUFM nanobodies were encapsulated in 
the archeosomes and were found that they could enter the U251MG cells. Therefore, an 
encapsulated anti-TUFM nanobody exhibited lower cytotoxic effect on GBM cells than the 
anti-TUFM nanobody itself. 
In the doctoral thesis, we showed the specificity and pronounced inhibitory effect of anti-
TUFM nanobody on GMC growth, which could in the future contribute to the development 
of a specific approach for the treatment of glioblastoma. 




















1.1 Anatomija možganov 
 
Možgani in hrbtenjača tvorijo osrednji živčni sistem in nadzorujejo vitalne življenjske 
funkcije kot tudi misli, govor in premikanje telesa. Možgani so sestavljeni iz štirih delov; 
velikih in malih možganov, možganskega debla ter možganskih ovojnic (slika 1, zgornji 
del) [1]. 
Veliki možgani zajemajo največji del možganov, sestavljeni so iz dveh možganskih 
hemisfer; leve, ki nadzoruje desno stran telesa, in desne, ki nadzoruje levo stran telesa. 
Velike možgane delimo na štiri režnje (slika 1, spodnji del): 
 Frontalni reženj (čelni), ki nadzoruje presojo, čustva, reševanje problemov, 
izražanje in gibanje (slika 1, oranžno). 
 Parietalni reženj (temenski), ki nadzoruje občutke dotika, bolečino in telesno 
temperaturo ter centre za govor, vizualno-prostorsko orientacijo in računanje 
(slika 1, vijolično). 
 Temporalni (senčni), ki nadzoruje spomin, sluh in sposobnost razumevanja, 
torej govorjeno in pisano besedo (slika 1, svetlo modro). 
 Okcipitalni (zatilni), ki nadzoruje predstavo (slika 1, zeleno) [2, 3]. 
Mali možgani so na zadnji strani možganov, pod velikimi možgani. Odgovorni so za 
koordinacijo in ravnotežje ter nadzor funkcij v telesu. 
Možgansko deblo je del možganov, ki povezuje možgane s hrbtenjačo in nadzoruje 
življenjske funkcije kot so utrip srca in dihanje. Sporočila, ki jih nadzorujejo veliki in mali 
možgani, potujejo iz možganov preko možganskega debla v hrbtenjačo in v ostale dele 
telesa. 
Možganske ovojnice so membrane, ki obdajajo in ščitijo možgane in hrbtenjačo. Mednje 
sodijo trije sloji meninge; dura, pajčevnica in žilnica. Cerebrospinalna tekočina obdaja 




Slika 1: Anatomija možganov.  
Zgornji del slike – osnovna zgradba možganov. Spodnji del slike – možgani so deljeni na štiri 
osnovne režnje. Slika prirejena po Mader S., Understanding human Anatomy and Physiology, Fifth 
Edition (2004) [1]. 
Možgane obdajajo zunanji in notranji prostori s cerebrospinalno tekočino. Približno 650 











pretoči preko pajčevnice. Lezije, kot so možganski tumorji, ki onemogočijo pretok 
cerebrospinalne tekočine, lahko povzročijo cerebralno kompresijo [4, 5].  
 
1.1.1 Celice možganov 
 
Specializirane celice v možganskem tkivu, po katerih se prenašajo impulzi, imenujemo 
nevroni, ki pa so sestavljeni iz dendritov, ki sprejmejo signal za impulz, celičnega telesca, 
ki vsebuje večino citoplazme nevrona in jedro, ter aksona, ki posreduje živčne impulze. 
Možgansko tkivo poleg nevronov sestavljajo še celice glije [6]. 
Glijo (gr. lepilo) sestavljajo celice, ki jih je po samem številu v primerjavi z nevroni 90 % 
možganskega tkiva in zavzemajo več kot pol volumna možganov. Primarna naloga glije je 
podpora in preskrba nevronov.  
Celice glije delimo na mikroglijo, ependimske celice, astrocite in oligodendrocite in 
vsaka od njih je pomembna za optimizacijo možganskega delovanja (slika 2) [7]. 
Mikroglija ima poleg podporne naloge še nalogo posebnih celic imunskega sistema, ki jih 
najdemo samo v možganih. Zaznajo poškodovane in bolne nevrone ter tujke in so del 
mononuklearnega-makrofagnega sistema. Na svoji površini predstavijo tuje antigene in 
tako vpokličejo na pomoč ostale celice imunskega sistema [8]. 
Oligodendrociti tvorijo mielinsko ovojnico, ki se tesno ovija okoli aksonov in nudi 
zaščitno plast maščobne izolacije. Ker so mielinske ovojnice bele, so tudi živčna vlakna 
bela. Schwannove celice so vrsta celic, ki obkrožajo vsa dolga živčna vlakna izven 
možganov ali hrbtenjače. Vsaka Schwannova celica obkroža le majhen del živčnega 
vlakna. Vrzeli med Schwannovimi celicami imenujemo Ranvierjeva vozlišča. Mielinske 
ovojnice povečajo prevodnost živčnih impulzov, saj ti preskočijo iz vozlišča do vozlišča in 
tako potujejo 30-krat hitreje [1]. 
Astrociti so zvezdasto oblikovane celice glije, ki držijo nevrone na mestu, jih oskrbujejo s 
hranilnimi snovmi in razgrajujejo ostanke mrtvih nevronov [9]. V preteklosti astrociti niso 
bili deležni dovolj pozornosti, ker ne proizvajajo akcijskega potenciala tako kot nevroni. 
Nedavna spoznanja pa pravijo [10], da lahko astrociti komunicirajo z nevroni in 
modificirajo signal, ki ga sprejmejo in pošljejo (slika 3). To pomeni, da so astrociti mnogo 
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bolj vključeni v procesiranje informacije in signaliziranje sinapsam kot smo domnevali 
doslej [11, 12]. 
Vedno več je dokazov, da lahko astrociti vplivajo na to, kako je nevron zgrajen, kje bodo 
sinapse ali priključki dendritov. Lahko tudi privlačijo nove celice, kot so celice imunskega 
sistema in celo nevralne matične celice za popravilo poškodb. Proizvajajo hormon, znan 
kot iz glije pridobljen rastni faktor, ki bi lahko nekega dne služil za zdravljenje 
Parkinsonove bolezni. Boljše poznavanje astrocitov bo lahko razjasnilo bolezni , pri 
katerih se spreminja komunikacija med astrociti in nevroni, vključno z Alzheimerjevo 
boleznijo, aidsom, možganskim rakom in amiotrofično lateralno sklerozo [12-14]. 
 
 
Slika 2: Celice možganskega tkiva.  
Na sliki so prikazani štirje tipi glialnih celic v osrednjem živčnem sistemu: ependimalne celice 
(roza), astrociti (zeleno), mikroglija (rdeče) in oligodendrociti (modro). Slika prirejena po Holly 






Slika 3: Astrociti oskrbujejo nevrone s hranilnimi snovmi in z njimi komunicirajo. 
 
1.1.2 Krvno-možganska pregrada 
 
Krvno-možganska (KMP) in krvno-cerebrospinalna pregrada nudita tako mehansko kot 
biokemijsko oviro za prenos zdravil in drugih snovi do možganskega tkiva [16]. 
Neprekinjeni tesni in adherentni stiki med kapilarnimi endotelijskimi celicami možganov 
preprečujejo medcelično difuzijo in posledica je, da molekule lahko v krvnem obtoku 
možganov prehajajo samo skozi endotelij oziroma njihovo luminalno in abluminalno 
membrano [17]. Nekatere snovi, kot so ogljikov dioksid, kisik in voda, lahko prosto 
prehajajo KMP. Za lipofilne molekule, je značilno, da se hitro razpršijo v plazemski 
membrani [18]. Glukoza in aminokisline prehajajo KMP s pomočjo prenašalcev, 
proteinom pa je prehod onemogočen [19]. KMP izrazito omejuje dostop številnih 
onkoloških zdravil kot so monoklonska protitelesa ter njihovi konjugati in hidrofilne 
molekule, ki ne prehajajo zlahka lipidnih dvoslojev [7], različni transmembranski 
transporterji v endotelijskih celicah pa delujejo kot biokemična pregrada, tako da aktivno 
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izvržejo zdravilo v kapilarni lumen [18]. Sposobnost ali nesposobnost zdravila, da prehaja 
KMP, je pomemben dejavnik pri farmakoterapevtikih [20]. 
 
1.2 Možganski tumorji 
 
Tumorji imajo lastnosti, s katerimi lahko določimo njihovo malignost in njihov razvoj. 
Anaplastičnost je izguba diferenciacije celic in njihove orientacije v razmerju do drugih 
celic. Anaplastične celice izgubijo nadzor nad normalnimi funkcijami in imajo 
poškodovane celične strukture. Jedra so nenaravno oblikovana in večja, v primerjavi z jedri 
normalnih celic. Celice lahko postanejo anaplastične na dva načina. Neoplastične, 
tumorske celice se dediferencirajo in postanejo anaplastične, lahko pa tudi rakave matične 
celice izgubijo sposobnost diferenciacije in pridobijo povečano sposobnost deljenja [21, 
22]. Atipičnost je pokazatelj abnormalnosti oziroma malignosti celic. Neoplazija je 
nenadzorovano deljenje celic in sama po sebi ni problematična, posledice povečane mase v 
omejenem prostoru, kot je lobanjska votlina, pa povzročijo, da masa tumorja odriva in 
stiska možgansko tkivo in tako poveča lobanjski pritisk in deformacijo možganske 
parenhime. Nekroza je neprogramirana, prezgodnja smrt celic, ki jo povzročijo zunanji 
dejavniki, kot so infekcija, toksini in poškodbe. Nekrotične celice pošljejo napačne 
kemične signale fagocitom, da ti ne odstranijo razgradnih produktov kot pri apoptozi. To 
vodi v kopičenje celičnega debrija in toksinov v okolici celic [23]. Arterijska in venska 
hipoksija oz. pomanjkanje ustrezne količine kisika v določenih delih možganov se zgodi, 
ko tumor uporabi za svojo rast kapilare in tako tekmuje z okoljskim možganskim tkivom 
za hranljive snovi [24, 25]. 
Možganski tumorji oz. lobanjske neoplazme so rakaste (maligne) ali ne-rakaste (benigne) 
tvorbe. Benigni tumorji so samo-omejeni in za razliko od malignih tumorjev, ne napadajo 
oz. ne metastazirajo v okoljsko tkivo in večinoma niso življenjsko ogrožujoči. Nekateri 
benigni tumorji lahko povzročijo težave, v primeru, da se povečajo in začnejo pritiskati na 
lokalno tkivo v možganih. Nekateri benigni tumorji lahko zrastejo tudi iz celic v 
hormonskih žlezah in tako izločajo preveč hormonov, kar povzroči neželene zaplete [22]. 
Primarni maligni tumor možganov je rak, ki se razvije iz celic v možganih in lahko raste 
globlje v možgane ter poškoduje normalno možgansko tkivo. Tako kot benigni tumor 
lahko tudi maligni tumor ob povečanju pritiska na možgane. Primarni tumorji zelo redko 
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metastazirajo v druge organe zaradi krvno-možganske pregrade, lahko pa tvorijo metastaze 
v lobanjski votlini oziroma osrednjem živčnem kanalu [26]. Poznamo veliko različnih vrst 
primarnih tumorjev v možganih, določanje njihovega tipa pa je težavno, saj je vzorčenje 
tumorskega tkiva zaradi same lokacije tumorja v možganih izredno težko [22, 26]. Benigni 
in maligni primarni tumorji na možganih so sicer redki, pojavijo se pri 12 od 100.000 ljudi 
na leto. Najpogostejši obliki sta gliom (60 % možganskih tumorjev) in benigni meningiom 
(21 % možganskih tumorjev). Nekatere oblike primarnih tumorjev se pojavijo pogosteje 
pri otrocih (meduloblastom), pri odraslih pa so najpogostejši gliomi, ki se razvijejo med 




Strukturno delimo gliome glede na tip glijalnih celic, iz katerih se razvijejo. Gliome tako 
delimo na ependimome, oligodendrogliome in astrocitome [28, 29]. 
Ependimom se razvije iz ependimskih celic, ki tvorijo s krvnimi žilami KMP, v njih 
nastane in se shranjuje cerebrospinalna tekočina [22]. Oligodendrogliom je tumor, ki se 
razvije iz oligodendrocitov, celic, ki obdajajo nevrone. Te so odgovorne za biosintezo 
mielinske ovojnice, ki jo sestavljajo proteini (20 %) in lipidi (40 %). Devet odstotkov 
primarnih možganskih tumorjev je razvrščenih med oligodendrogliome [22]. Ependimomi 
in oligodendrogliomi so po klasifikaciji Svetovne zdravstvene organizacije razvrščeni kot 
gliomi nižje stopnje. Astrocitomi pa so gliomi, ki se razvijejo iz astrocitov in se lahko 
pojavijo v vseh delih možganov, včasih celo v hrbtenjači. So najpogostejša oblika gliomov, 
ki sami po sebi predstavljajo več kot polovico vseh vrst možganskih tumorjev [2, 29, 30].  
Poznamo ocenjevalni sistem Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) za določitev 
stopnje tumorja v osrednjem živčnem sistemu, ki je v uporabi predvsem za astrocitome. V 
uporabi je 4-stopenjski ocenjevalni sistem, ki temelji na histološki klasifikaciji. Razred I 
označuje najmanj agresivno stanje, razred IV pa najbolj agresivnega [31].  
 I. stopnja ali pilocitični astrocitom je počasi rastoč tumor, v večini primerov 
benigen in se redko širi v okoljsko tkivo. 
 II. stopnja ali difuzni astrocitom je počasi rastoč tumor, ki se lahko širi v okoljsko 
tkivo in postane gliom višje stopnje. 
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 III. stopnja oziroma anaplastični astrocitom je maligni tumor, ki lahko raste izredno 
hitro in se tudi širi v okoljsko tkivo. 
 IV. stopnja oziroma glioblastom multiforme (GBM) pa je izjemno agresivna oblika 
astrocitoma in predstavlja kar 60 % gliomov. 
Višja, kot je stopnja, bolj je tumor agresiven in hitreje raste. Zdravljenje je odvisno od 
prognoze in se razlikuje glede na tip in malignost tumorja [28, 31, 32]. 
 
1.2.2 Glioblastom multiforme 
 
Glioblastom je tumor osrednjega živčnega sistema pri odraslih, ki se pojavlja pogosteje pri 
starejših moških in za katerim zboli 3 do 5 oseb na 100.000 ljudi [33]. Na novo odkritih 
GBM je v Sloveniji na letni ravni 50 - 60 primerov. GBM so opredelili z atipičnostjo jeder, 
mitotsko aktivnostjo, mikrovaskularno proliferacijo, celičnim pleomorfizmom in nekrozo 
[34], njihova agresivnost je določena z naraščajočo stopnjo anaplastičnosti in malignosti 
ter dediferenciacijo celic [32]. Glioblastom multiforme (GBM) je s temi lastnostmi uvrščen 
v najbolj maligni razred gliomov, oziroma astrocitomov; to je IV. razred po klasifikaciji 
WHO [35].  
Po klasifikaciji Svetovne zdravstvene organizacije iz leta 2016 za tumorje osrednjega 
živčnega sistema so GBM razdelili tudi glede na tip izocitratne dehidrogenaze (IDH): 
(IDH-wt) oz. primarni GBM in GBM z mutirano obliko IDH (IDH-mutante) oz. 
sekundarni GBM [36, 37]. Sekundarni GBM imajo lahko mutacijo v genih IDH1 ali IDH2, 
ki sta tako zanesljiva bio-označevalca sekundarnih gliomov, prepoznana kot pozitivna 
prognostična dejavnika [34, 38]. Pozitivni prognostični dejavnik je tudi metilacija 
promotorja MGMT [39, 40]. 
Več kot 90 % diagnosticiranih primerov GBM je primarnega izvora, kar pomeni, da se 
tumor razvije iz normalnih celic astrocitov z de novo onkogenezo [41]. V primeru 
zdravljenja bolnikov z GBM s konvencionalno terapijo, v katero sta vključeni odstranitev 
tumorske mase in radioterapija, je povprečni čas preživetja bolnikov približno 12 mesecev 
od postavitve diagnoze [42, 43]. Kombinirana postoperativna terapija z uporabo 
temozolomida in obsevanjem sicer daje nekoliko boljše rezultate, vendar se preživetje 
bolnika v tem primeru podaljša samo na 18 mesecev [30, 44, 45], saj je GBM očitno 
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odporen proti ustaljenim vrstam zdravljenja. GBM se namreč uspešno infiltrira v okoljsko 
možgansko tkivo, zato je popolna odstranitev prizadetega območja praktično nemogoča in 
radioterapija neučinkovita. KMP še dodatno oteži zdravljenje, saj je prehod 
kemoterapevtikov skozi njo zelo otežen [46, 47], zato so novi pristopi zdravljenja GBM še 
kako potrebni.  
 
1.2.2.1 Molekularni podtipi glioblastoma multiforme 
 
V splošnem lahko GBM razdelimo v 4 molekularne podtipe. To so klasični, nevralni, 
pronevralni in mezenhimski tip. Podtipi se med sabo razlikujejo glede na izražanje 
značilnih genov in po spremembah signalnih poti, ki vodijo v patogenezo GBM [48-50]. 
Pred kratkim je Wang s sodelavci razdelil GBM v tri podtipe, v pronevralni, mezenhimski 
in klasični podtip. Klasificiranje teh podtipov je temeljilo na genski ekspresiji izključno v 
celicah GBM [51]. 
Za nevralni tip je značilno izražanje genov normalnih možganskih celic. Markerji, ki so 
značilni za ta podtip, so geni NEFL, GABRA1, SLC12A5 in SYT1. Za pronevralni tip je 
značilno izražanje pronevralnih bio-označevalcev, kot so SOX, DLL3, ASCL1 in DCX, ter 
bio-označevalcev oligodendrocitov (TCF3, OLIG2 in PDGFRA). Značilni so tudi 
podvojevanje gena PDGFRA in mutacije v genih IDH1, PTEN, TP53 in CDKN2A. 
Sekundarni GBM so navadno pronevralnega tipa, značilni za mlajše bolnike in z boljšo 
prognozo bolezni. Aktivirajo se signalne poti HIF, PI3 kinaze in PDGFRA. Za klasični 
podtip je značilna izguba ali mutacija gena PTEN, mutacija v genu EGFR oz. njegovo 
pomnoževanje ali nadizraženost ter izguba gena CDKN2A. Celice navadno izražajo bio-
označevalce matičnih celic in nevralnih prekurzorskih celic. Aktivirani sta signalni poti 
Notch in Sonic hedgehog. Za mezenhimski podtip je značilna nadizraženost 
mezenhimskih bio-označevalcev, kot so MET, CHI3L1, MERTK in CD44. V 
mezenhimskem tipu pride do izgube ali mutacij v genih NF1, TP53 in PTEN. Za celice je 
značilna povišana nekroza in infiltracija imunskih celic. Aktivirata se signalni poti TNF in 




1.2.2.2 Terapija tumorjev 
 
Kemoterapija z raznovrstnimi agensi, predvsem temozolomidom, se uporablja kot dodatek 
kirurškim odstranitvam in strategijam obsevanj. Sodobne vrste kemoterapevtikov se v 
kliničnih študijah uporabljajo za tarčne molekularne terapije, antiangiogene terapije, 
imunoterapije, genske terapije, radiacijsko izboljšane terapije in kot zdravila, ki lahko 
presežejo odpornost [53, 54]. Terapije, ki so usmerjene na značilne molekule, so sintezni 
molekulski inhibitorji. Tarčne molekule v teh primerih so serinska/treoninska protein 
kinaza Akt (perifosine), receptor EGFR (erlotinib), farneziltransferaza (lonafarnib), 
deacetilaza histonov (vorinostat), proteini toplotnega šoka (onalespib, AT13387), tirozin 
kinaza Met (cabozantinib, XL184), kinaza mTOR (sirolimus) in receptor PDGFR 
(imatinib). Mnoge od teh so v kliničnih poskusih že uporabili za kombinirano terapijo [55]. 
Pri antiangiogeni terapiji so v uporabi protitelesa, ki so usmerjena proti faktorjem kot so 
αvβ5 integrini (cilengitide), VEGF (bevacizumab), receptor VEGFR (sunitinib). 
Imunoterapije pa vključujejo cepiva na osnovi dendritskih celic (DCVax), tumorsko 
specifična peptidna cepiva (EGFRvIII) in monoklonska protitelesa (131I-anti-tenascin) 
[53, 55-59].  
Pri GBM so trenutne terapije usmerjene na EGFRvIII oz. njegov receptor ter na inhibitor 
mTOR in s tem na zaviranje apoptoze in blokado angiogeneze preko VEGF [60, 61]. Kljub 
širokemu in temeljitemu razumevanju onkogenomike in molekularne biologije GBM, in 
množici obetavnih predkliničnih terapij, znanstvenikom še vedno ni uspelo povzeti 
smiselnih zaključkov, ki bi lahko prinesli bistven napredek v zdravljenju. Obstaja več 
možnih razlogov za trenutne terapevtske neuspehe. Eden od razlogov so zagotovo 
glioblastomske matične celice (GMC), ki so izredno odporne na radioterapijo in 
kemoterapijo, in sicer zaradi genomskega in proteomskega profila, ki sta drugačna od 
profila večine celic, ki sestavljajo tumor. Trenutne raziskave so zato usmerjene prav na te 
vrste celic [62, 63]. 
 
1.2.2.3 Rakave matične celice 
 
Možganske tumorje, predvsem GBM, sestavljajo heterogene populacije celic, ki se 
razvijejo iz kompleksnega mikrookolja. Heterogenost celic predstavlja izjemno velik izziv 
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identifikaciji tumorja in njegovem zdravljenju. Postavlja korenit problem pri njegovem 
nadaljnjem razvoju, napredovanju in terapevtski odpornosti [64]. Celično heterogenost, kot 
vzrok za nezmožnost, da bi učinkovito pozdravili GBM, pojasnjujeta vsaj dve med seboj 
sodelujoči hipotezi: hipoteza o stohastični evoluciji razvoja raka in hipoteza o hierarhični 
evoluciji, ki vključuje rakave matične celice (RMC) (slika 4) [65, 66]. 
 
Slika 4: Hierarhični model RMC in stohastični klonalni model razvoja raka. 
 
Klonalna hipoteza oziroma hipoteza naključne rasti predpostavlja, da je heterogenost raka 
evolucijski proces, kjer nastanek neoplazem razlagamo z naključno pridobljenimi 
somatskimi mutacijami, ki lahko doletijo vsako celico in se v njej akumulirajo, celice pa 
lahko nato tudi metastazirajo. Hierarhični model rasti tumorjev pa trdi, da imajo to 
sposobnost samo rakave matične celice, ki se lahko samo-obnavljajo. Hipotezi se 
medsebojno ne izključujeta, temveč se dopolnjujeta [67]. Nedavne razprave in zadnje 
raziskave predpostavljajo, da se lahko tumorska masa razvije iz »prve« mutirane celice, ki 
pri nadaljnjih delitvah pridobi značaj matične celice, nato pa ga korakoma zopet izgublja in 
izgubi. Različne lastnosti iz RMC nastalih rakavih celic pa prispevajo h kaotični rasti 
tumorja, njegovi ponovitvi in terapevtski odpornosti [66]. Trenutne raziskave v 
nevroonkologiji, ki upoštevajo obstoj RMC v GBM, so usmerjene na boljše razumevanje 
natančne vloge teh celic pri patogenezi glioblastoma, ponovitvi bolezni in terapiji. 
Hierarhična hipoteza o nastanku raka lepo pojasni heterogenost GBM in odpornost 
tumorjev na radioterapijo in kemoterapijo, s tem pa spodbuja razmišljanje o odkrivanju 
novih molekul kot tarč in terapevtikov in premislek o uporabi starih, ustaljenih pristopov 
[68]. Izboljšani eksperimentalni pristopi ciljajo in izkoreninjajo ostanke kemo-odpornih in 
radio-odpornih celic, ki sicer lahko povzročijo ponovno rast tumorja GBM. Napredek pri 
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specifičnem ciljanju RMC bi lahko v prihodnje dejansko prispevalo k učinkovitejšemu 
zdravljenju GBM [35]. 
Za vzdrževanje GMC so potrebne signalne poti kot so Notch, Sonic hedgehog in PI3K, ter 
OLIG2, transkripcijski dejavnik, ki je ključen pri razmnoževanju GMC [50]. DNA-
popravljalni (L1CAM) in anti-apoptotski mehanizmi ter ABC transporterji so značilnosti 
GMC, ki jim dajejo odpornost na zdravljenje in omogočajo njihovo preživetje [39, 65]. Za 
identifikacijo glioblastomskih matičnih celic (GMC) se trenutno uporabljajo proteini 
CD133, nestin, CD44, A2B5 in Sox2 [69], vendar jih izražajo tudi drugi tipi matičnih 
celic, zato za razvoj usmerjene terapije zdravljenja GBM še vedno potrebujemo odkritje 




Družina kamel ima v serumu poleg klasičnih protiteles še edinstvena funkcionalna 
protitelesa, sestavljena samo iz dveh težkih verig (HCAb). Posamezna težka veriga teh 
homodimernih protiteles je sestavljena iz ene antigen vezavne domene VHH in dveh 
konstantnih domen (slika 5) [70, 71]. Zaradi odsotnosti obeh lahkih verig je njihova 
molekulska masa manjša od mase klasičnih protiteles (90 kDa namesto 150 kDa), so bolj 
kompaktne zgradbe in se lažje prilagajajo skritim tarčam [72]. Ker HCAb ne vsebujejo 
lahkih verig, to povzroči preoblikovano površino na VHH, kjer se ta v klasičnih 
protitelesih sicer povezuje z lahko verigo [73]. Antigen-vezavna domena HCAb vsebuje 
eno variabilno domeno, ki po imunizaciji kamele prepozna antigen. Rekombinantni VHH, 
ki je specifičen za določen antigen in ima dimenzije v nano-metrskem območju (2,4×4 
nm), je znan tudi pod imenom nano-protitelo oz. nanotelo (Nb), to je protitelo, sestavljeno 
iz ene same domene (sdAB) in je veliko 14-17 kDa [74]. VHH v HCAb je po zgradbi 




        
 
 
Slika 5: Razlika med klasičnim protitelesom in težko verižnim protitelesom, ter njunima 
hipervariabilnima regijama.  
Slika prirejena po Muyldermans, Cambillau, Wyns, Trends in Biochemistry (2001) [71]. 
 
Prileganje aminokislinskega zaporedja VHH z VH pokaže, da je strukturna organizacija 
njegovega ogrodja in hipervariabilnih regij podobna kot pri variabilni regiji 
konvencionalnih protiteles (VH), z nekaj opaznimi razlikami v domeni (okvirju) 2 
njegovega ogrodja (slika 6) [75]. Zaradi ohranjene visoke aminokislinske enakosti nano-
protitelesa niso imunogena za ljudi [76]. V domeni 2 ogrodja VH visoko ohranjene 
hidrofobne aminokisline Val47, Gly49, Leu50 in Trp52, ki so udeležene pri vezavi VL-
domene, pri VHH zamenjajo manjše, bolj hidrofilne aminokisline Phe42, Glu49, Arg50 in 
Gly52 [77]. Zamenjava aminokislin na teh položajih v VHH odpravi kakršnokoli 
interakcijo z VL in vztraja pri nelepljivosti domene v odsotnosti VL in tako pripomore k 
visoki topnosti nano-protiteles [78, 79]. Druga razlika med VH in VHH je opazna tudi v 
hipervariabilnih zankah. Ker HCAb oz. VHH reagirajo neodvisno, ob odsotnosti domene 
VL, prepoznajo antigen preko treh in ne šestih zank. Za zagotovitev zadostno velike 
antigenske površine so zato zanke daljše. Podaljšana zanka omogoča večjo fleksibilnost, 
kar je iz entropijskega stališča neugodno za vezavo, vendar ta problem reši dodatni 




150 kDa                   90 kDa                   






Slika 6: Primerjava primarnega zaporedja hipervariabilnih regij klasičnega protitelesa in 
težkoverižnega protitelesa.  
Slika prirejena po Flajnik, M.F., N. Deschacht, and S. Muyldermans, PLoS Biol. (2011) [80]. 
 
Pri usmerjanju molekul v možgane lahko le 0,02% do 0,1% klasičnih protiteles prodre v 
možganski parenhim [81, 82]. Dostop protiteles, sicer z visoko afiniteto proti novim bio-
označevalcem, do možganov resno omejuje KMP. Nano-protitelesa (VHH), ki imajo 
izoelektrično točko v bazičnem območju, pa lahko premostijo KMP in vivo, brez potrebe 
po invazivnih postopkih za oslabitev KMP [78]. Poleg njihove uporabe za biološko 
slikanje in vivo [76, 83, 84], so mnoga nano-protitelesa v predkliničnih in kliničnih 
poskusih za odkrivanje nekaterih vrst raka, nalezljivih bolezni, aterosklerotičnih lezij, 
vnetnih odzivov in številnih drugih bolezni [85-88]. 
 
1.4 Selekcija specifičnih antigenov 
1.4.1 Bakteriofagni prikaz 
 
Bakteriofagni (fagni) prikaz, ki ga je prvi predstavil Smith leta 1985, je učinkovit način za 
pripravo velikega števila raznolikih peptidov in proteinov ter za izolacijo molekul s 
specifičnimi funkcijami. Ta tehnika se lahko uporablja tudi za raziskave interakcij med 
proteinom in ligandom, receptorjem in vezavnim mestom protitelesa in za izboljšanje 
vezavne afinitete proteinov in njihovih vezavnih partnerjev. S fagnim prikazom 
preučujemo izražanje peptidov in proteinov na površini nitastega bakteriofaga [89, 90]. To 
je tudi uspešna metodologija za selekcijo peptidnih in proteinskih domen, vključno s 
protitelesi. DNA zaporedje, ki nas zanima, vključimo v genom nitastega faga tako, da se 
zaporedje proteina izraža oziroma »prikaže« na površini nitastega faga kot fuzijski produkt 
19 
 
enega od fagnih proteinov plašča [91, 92]. Tako namesto genskega inženiringa posameznih 
proteinov oz. peptidov in njihovega izražanja, čiščenja ter analize posameznih vrst 
proteinov, sočasno ustvarimo fagno knjižnico, ki vsebuje nekaj milijonov vrst proteinov. 
Takšno knjižnico z lahkoto uporabimo za selekcijo in čiščenje specifičnih fagov, ki nosijo 
sekvenco z želeno vezavno specifičnostjo za razliko od nevezanih variant. Za razvoj 
tehnologije fagnega prikaza nano-protiteles je bilo potrebno zlitje dveh ključnih korakov. 
Prvi je ta, da se tuja DNA, vključena v gen III nitastega faga (gIIIp), izraža kot fuzijski 
protein in prikaže na površini faga [93, 94]. Drugi pa je uspešno izražanje funkcionalnih 
nano-protiteles v periplazemskem prostoru celic E.coli. Postopek imunoafinitetne 
obogatitve nam olajša izbor nano-protiteles z visoko afiniteto in specifičnostjo za skoraj 
vse tarče. Pristop razvoja rekombinantnih protiteles s fagnim prikazom je postal alternativa 
tradicionalni hibridomski tehnologiji [95], kjer si po imunizaciji živali in odstranjevanju 
vranice sledijo koraki celične fuzije in izbor najprimernejših hibridomov. Čas produkcije, 
potreben za pridobitev stabilnega klona, se skrajša iz mesecev na tedne, s tem pa se 
zmanjšajo tudi stroški celotnega postopka [96].  
 
1.4.1.1 Sestava bakteriofaga 
 
Nitasti bakteriofagi so virusi, ki inficirajo Gram-negativne bakterije. Njihova lastnost, ki 
jih definira, je krožna enoverižna DNA (ssDNA), ki je shranjena v dolgi, fleksibilni cevki, 
sestavljeni iz več tisoč kopij osrednjega proteina glavnega plašča, z nekaj manjšimi 
proteini na obeh koncih plašča. Največ informacij je na voljo o nitastih fagih, ki inficirajo 
E.coli. To so f1, M13 in fd, ki se tudi uporabljajo za fagni prikaz. Njihovi genomi so 98 % 
identični, s skupnim izrazom pa jih poimenujemo Ff fagi [97]. 
Premer nitastega faga je 6,5 nm, dolžina pa je odvisna od velikosti njegovega genoma. 
Bakteriofag je sestavljen iz petih različnih proteinov, ki sestavljajo njegovo ogrodje (slika 
7) [98]. Največji del je cev, ki, kot omenjeno, obdaja ssDNA in je sestavljena iz več tisoč 
kopij plaščnega proteina pVIII. Posamezen protein pVIII je sestavljen iz petdesetih 
aminokislinskih ostankov, ki so orientirani pod kotom 20° od osi faga in sestavljajo 




Slika 7: Shematski prikaz sestave nitastega bakteriofaga M13.  
Slika prirejena po Loset, Plos One (2011)[98]. 
 
Topi konec vsebuje po 3 do 5 kopij pVII in pIX proteinov, dveh najmanjših znanih 
ribosomskih translacijskih proteinov. Koničasti konec bakteriofaga pa vsebuje po pet kopij 
površinsko izpostavljenih proteinov pIII in pVI, potrebnih pri vezavi faga na celično 
membrano. Največ je znanega o proteinu pIII, ki ga sestavlja 406 aminokislinskih 
ostankov. Njegova N-terminalna domena, ki je potrebna za bakteriofagno infektivnost, je 
izrazito izpostavljena na površini in tvori majhne vozliče [98]. Alternativni poskusi 
selekcije fagov z izpostavljenimi peptidi na sicer bolj množično zastopanem plaščnem 
proteinu pVIII pa so bili neuspešni [99]. 
 
1.4.2 Glavni koraki fagnega prikaza VHH 
 
Izdelava knjižnice vključuje imunizacijo živali, izolacijo mRNA iz B-limfocitov in njeno 
prepisovanje v cDNA ter kloniranje s PCR pomnoženih DNA fragmentov Nb v bralni 
okvir proteina pIII. Tako pridobimo množico fagemidov, vsak od njih pa vsebuje DNA 
fragment, ki kodira individualno antigensko vezavno domeno [100]. S transformacijo 







individualno VHH. Ligacija DNA in bakterijska transformacija sta ključna koraka, saj 
določata velikost knjižnice. Funkcionalno velikost knjižnice predstavlja število klonov, ki 
nosijo pravilno sestavljene gene, brez delecij, preskokov bralnega okvirja in predčasnih 
stop kodonov. Te lastnosti so ključni parametri, ki določajo lastnosti protiteles, primernih 
za selekcijo [101]. 
Naslednji pomemben korak po izgradnji knjižnice ali pri izbiri že obstoječe knjižnice je 
obogatitev (angl. panning) bazena protiteles, specifičnih za tarčni antigen, iz celotnega 
repertoarja protiteles. Ta postopek imenujemo imunoafinitetna selekcija (slika 8) [102].  
 
 
Slika 8: Shematski prikaz imunoafinitetne obogatitve bakteriofagov.  
Slika prirejena po Huang, Antimicrob Agents Chemother (2012) [102]. 
 
1.4.2.1 Imunoafinitetna selekcija na imobiliziranih antigenih 
 
Tradicionalno se imunoafinitetna selekcija izvaja na antigenih, ki so absorbirani na 
plastični površini npr. na ploščicah za encimsko imunske teste. Lahko se izvaja tudi s 
pomočjo afinitetne kromatografije, ki vključujejo imobilizacijo tarčnega antigena na 






protitelesi oz. VHH) in nato vezane specifične fage eluiramo iz kolone in pomnožimo v 
celicah E.coli. Elucijo fagov s specifičnimi protitelesi povzročimo s spremembo pH, z 
uporabo kislih ali bazičnih raztopin. Protitelesa oz VHH  (Nb) lahko eluiramo tudi na 
osnovi mesta med vezanim protitelesom in proteinom pIII, ki ga prepozna specifična 
proteaza [102]. 
 
1.4.2.2  Imunoafinitetna selekcija v raztopini antigenov 
 
Imobilizacija antigenov na trdni površini lahko povzroči spremembo konformacije. Da se 
izognemo konformacijskim spremembam antigenov, obstajajo metode, kjer se protitelo 
veže na antigen v raztopini. Fage, ki imajo npr. izražena nano-protitelesa, v raztopini 
inkubiramo z antigenom, ki je konjugiran z biotinom, da pride do medsebojne vezave. 
Specifične bakteriofage zberemo s pomočjo paramagnetnih kroglic, prevlečenih z 
avidinom in streptavidinom [95].  
 
1.4.2.3 Imunoafinitetna selekcija na celicah 
 
Fage z izraženimi nano-protitelesi (v nadaljevanju jih bomo imenovali »fagna 
protitelesa«), ki jih dodamo suspenziji celic ali celičnemu monosloju, lahko selekcioniramo 
na celični površinski bio-označevalec. Nevezana fagna protitelesa odstranimo s spiranjem 
plošče s celično kulturo, v primeru suspenzije celic pa s centrifugiranjem. Za optimizacijo 
selekcijskega postopka antigen-specifičnih protiteles in minimizacijo nespecifičnih 
protiteles lahko uvedemo še dodatno negativno selekcijo pred, po ali sočasno s pozitivno 
selekcijo [96]. Sočasna selekcija pozitivnih in negativnih protiteles ustvari konkurenčne 
razmere: majhno število antigen-pozitivnih, specifičnih celic in presežek antigen-
negativnih nespecifičnih adsorpcijskih celic, ki vežejo nespecifična protitelesa iz fagne 
knjižnice. V želji za izbor celic z vezanim fagnim protitelesom dodamo v suspenzijo 
fluorescenčno označena protitelesa, ki so specifična za drug antigen na tarčni celični 




1.4.2.4 In vivo imunoafinitetna selekcija 
 
Pri in vivo imunoafinitetni selekciji neposredno injiciramo bakteriofagni protitelesni 
repertoar v živali. Izbrano tkivo nato odstranimo in pridobimo fagna protitelesa, vezana na 
tkivno-specifične celične označevalce. In vivo imunoafinitetna selekcija ima nekatere 
prednosti; prva je ta, da se pridobljena protitelesa specifično vežejo na intaktne celične 
tarče, ki so v nativni biološko aktivni konformaciji, druga pa je, da so protitelesa, ki se 
vežejo na netarčne celične površinske proteine in krvno plazmo, takoj odstranjena. 
Protitelesa, ki jih pridobimo preko in vivo imunoafinitetne selekcije ali celične 
imunoafinitetne selekcije, se uporabljajo za funkcionalne analize novih odkritih 




Zadnja desetletja raziskovalci vezikle, narejene iz lipidnih dvoslojev, poznane kot 
liposomi, široko uporabljajo v raziskavah za dostavne sisteme zdravil [103]. Liposomi, 
pripravljeni iz naravnih fosfolipidov, so biokompatibilni in biorazgradljivi ter posledično 
ne povzročajo alergijskih ali toksičnih reakcij. Največja omejitev liposomov je njihova 
nestabilnost in s tem povezana kratka življenjska doba [104]. Arheosomi pa so vrsta 
liposomov, ki so ravno tako zgrajeni iz lipidnega dvosloja, pripravimo pa jih iz polarnih 
lipidov (arheolov in kaldarheolov) arhebakterij (arhej), ki poseljujejo predvsem ekstremna 
okolja kot so kisli vrelci in globokomorski vulkani [105]. Radikalni, življenjsko ogrožajoči 
pogoji, kot so visoka koncentracija soli, visoka ali nizka temperatura in pH, nizke 
koncentracije kisika ter visok pritisk, za večino organizmov niso ugodni [105]. Arheje pa 
niso samo sposobne preživeti v takih pogojih, temveč v njih celo dobro uspevajo. Njihova 
celična membrana je sestavljena iz C25,25-arhaetidil (glukozil) inozitola (AGI) in C25,25-
arhaetidil inozitola [106, 107]. Lipide in glicerolne ostanke v membrani 
povezuje etrska vez, kar omogoča visoko stabilnost v širokem razponu pH. Stereokemija 
glicerolnega ostanka je levosučna, kar daje arhejam odpornost proti lipazam. Razvejane 
metilne skupine pomagajo zmanjšati kristalizacijo in membransko prepustnost, nasičene 
alkilne verige pa dajejo stabilnost proti oksidativni razgradnji [108]. Arheosomi imajo zato 
edinstvene strukturne lastnosti, ki povečajo stabilnost lipidnega dvosloja celo pri visokih 
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temperaturah, nizkem oz. visokem pH ter prisotnosti fosfolipaz in soli žolčnih kislin [109]. 
Njihova velikost je 20-1000 nm, so biokompatibilni in biorazgradljivi in niso toksični v 
razmerah in vivo. Te lastnosti so idealna osnova za razvoj novih dostavnih sistemov za 
























2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
2.1 Namen doktorskega dela 
 
S pomočjo sodobnih molekularno-bioloških pristopov smo želeli: 
 Pripraviti nano-protitelesa proti ugotovljenim bio-označevalcem GBM in jih 
fluorescenčno označiti za specifično tarčno ciljanje v modelnih celičnih linijah 
GBM. 
 Preučiti razlike v učinkih tarčnega ciljanja z nano-protitelesi med modelnimi 
glioblastomskimi celičnimi linijami in glioblastomskimi matičnimi celicami v 
primerjavi s kontrolnim celicam oz. celičnim linijam.  
 Določiti dostavni sistem, ki bi bil najboljši za vnos nano-protiteles v celice 
modelne celične linije GBM. 
V laboratorij smo vpeljali metode za pripravo nano-protiteles proti bio-
označevalcem GBM v večjem obsegu, pridobili in identificirali specifične pare 
nano-protitelo : bio-označevalec (antigen), ustrezna nano-protitelesa označili s 
fluorescenčnimi barvili ter preučili uporabo različnih dostavnih sistemov za 




1. Izbrana nano-protitelesa proti ugotovljenim GBM-specifičnim 
antigenom izkazujejo specifičen biološki učinek. 
 
2. S pomočjo nano-protiteles lahko razlikujemo med glioblastomskimi 
celičnimi linijami in kontrolnimi celicami/celičnimi linijami.  
 
3. Nano-protitelesa bodo sama ali z ustreznim dostavnim sistemom lažje 
vstopala na/v celice GBM. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Gojišča in raztopine 
Tris-boratni pufer (10×) 100 g tris baze 
55 g borove kisline 
9,3 g EDTA 
Agarozni gel (1%) 4g agaroze 
400 mL pufra TBE 
Gojišče 2×TY  
 
16 g triptona/peptona 
10 g kvasnega ekstrakta 
do 1000 mL dH2O 
avtoklaviramo 
Gojišče LB 10 g triptona/peptona 
5 g kvasnega ekstrakta 
10 g NaCl 
do 1000 mL dH2O 
avtoklaviramo 
Gojišče LB agar 900 mL gojišča LB dodamo 
15 g agarja 
Po avtoklaviranju dodamo 
100 mL 20% glukoze in 
1 mL ampicilina 100 mg/mL. 
Glukoza (20%) 20 g glukoze 
100 mL dH2O 
Avtoklaviramo 
 
Ampicilin (100 mg/mL) 2,5 g ampicilina 
25 mL 70% etanola 
Sterilno filtriramo preko 0,2 µm filtra. 
Kanamicin (70 mg/mL) 3,5 g kanamicina 
50 mL dH2O 
Sterilno filtriramo preko 0,2 µm filtra. 
Raztopina trietilamina (TEA) 70 µL 99% TEA 
5 mL dH2O 
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Raztopina PBS 60 g NaCl 
2 g KCl 
18 g Na2HPO4×2H2O 
2,4 g KH2PO4 
Raztopina PBS z mlekom v prahu 0,5 g mleka v prahu 
50 mL PBS 
Raztopina PBS-T (PBS-Tween) Raztopini PBS dodamo 1 mL Tween-a. 
Tris-HCl (1 M) pH=7,4 121,1 g Tris-a 
Do 800 mL dH2O 
pH umerimo s HCl na pH 7,4 
avtoklaviramo 
PEG/NaCl 
(PEG-6000/2,5 M NaCl) 
200 g PEG 6000 
146 g NaCl 
do 1000 mL dH2O 
Raztopina alkalne fosfataze (AP) pH=9,8 5,84 g NaCl 
10,15 g MgCl2 
12,1 g Tris-a 
ddH2O do 20 mL 
dodamo 40 mg AP 
Raztopina NaHCO3  (0,1 M) 8,43 g NaHCO3 
Umerimo pH na 9,0. 
Gojišče TB  2,3 g KH2PO4 
12,5 g K2HPO4 
12 g triptona 
24 g kvasnega ekstrakta 
4 mL glicerola 
dH2O do 1000 mL, avtoklaviramo 
Razopina IPTG (1M) 2,38 g IPTG 
10 mL ddH2O 
Sterilno filtriramo preko 0,2 µm filtra. 
Raztropina TES  
 
171,15 g saharoze 
200 mL 1M Tris-HCl (pH=8,0) 
5 mL 100mM EDTA 
ddH2O do 1000 mL, 
Raztopina MgCl2 (2M) 20,33 g MgCl2·6H20 
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ddH2O do 50 mL 
avtoklaviramo 
Raztopina EDTA (100 mM) 1,86 g EDTA 
ddH20 do 50 mL 
Sterilno filtriramo preko 0,2 µm filtra. 
Raztopina PBS – imidazol (0,5 M) 3,4 g imidazola 
100 mL PBS 
Umerimo pH na pH 7,5 s HCl. 
 
Raztopina za WB – prenašalni pufer 3,03 g Tris-a 
14,4 g glicina 
100 mL metanola 
ddH2O do 1000 mL 
Raztopina za WB - TTBS 2,4 g Tris-a 
8,8 g NaCl 
ddH2O do 1000 mL, pH=7,6 
1 ml Tween-a 
Ekvilibracijska raztopina za MS 1,75 g NaCl 
0,69 g NaH2PO4·H20 
80 mL ddH20 
umerimo pH na pH 8,0  
ddH20 do 100 mL 
Filtriramo preko 0,2 µm filtra. 
Raztopina TEAB (20%) 2 mL 100% TEAB pufra (1M, pH=8,5) 
ddH20 do 10 mL 
Raztopina kloroacetamida (1 M) 187 mg kloracetamida 
metanol do 2 mL 
Elucijska raztopina za MS  
 
65% ACN z 0,1% TFA 
650 µL 100% ACN 
1 µL 100% TFA 







3.2 Celične linije 
 
Glioblastomski celični liniji U87MG in U251MG (obe kupljeni pri ATCC) smo gojili v 
gojišču Dulbecco modified Eagle (DMEM, Invitrogen, Life Technologies), z visoko 
vsebnostjo glukoze (4,5 g/L D-glukoze) ter mu dodali fetalni goveji serum (FBS, končna 
konc. 10%), L-glutamin (končna konc. 2 mM) in raztopino antibiotik-antimikotika (kat. 
15240062, končna konc. 1×). Celice GMC (kokultura celic NCH421K in NCH644, 
kupljenih pri CLS) smo gojili kot suspenzijo sferoidov v gojišču Neurobasal in z dodano 
raztopino GlutaMAX (končna konc. 1×), raztopino antibiotik-antimikotik (končna konc. 
1×), dodatek B-27 (končna konc. 1×), bFGF (končna konc. 20 ng/mL), EGF (končna konc. 
20 ng/mL) in heparin (1U/mL) (Sigma Aldrich). Človeške NSC, h9 pridobljene (ang. NSC 
h9 derived), smo gojili v gojišču KnockOutTM DMEM/F-12 bazalni medij z dodatki: 
raztopina GlutaMAX (končna konc. 1×) raztopina antibiotik-antimikotika (končna konc. 
1×), nevralni dodatek StemPro (končna konc. 1×), bFGF (končna konc. 20 ng/mL), EGF 
(končna konc. 20 ng/mL) in heparin (končna konc. 1U/mL). Ko so celice GMC oziroma 
NSC dosegle velikost približno 200 nm, smo jih precepili in resuspendirali ter nacepili v 
sveže gojišče. Človeške astrocite smo gojili v gojišču za astrocite (Astrocyte media, kat. 
1801) (ScienCell) z dodatkom raztopine antibiotika penicilin/streptomicin (končna konc. 
1×) in dodatkom astrocyte (končna konc. 1×) (vse iz ScienCell). Površina plošč je bila 
predhodno obdelana s poli-D-lizinom (0,1 mg/mL). Celice HaCaT so spontano 
imortalizirani človeški keratinociti (ATCC). Gojili smo jih v gojišču DMEM z dodatkom 
10% FBS in raztopine antibiotik-antimikotika (končna konc. 1×). Vse celične linije smo 
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2. Gojišča in dodatki so bili kupljeni pri Invitrogen, Life 
Technologies, če ni navedeno drugače. 
 
3.3 Priprava proteinskih lizatov 
 
Za imunoafinitetno selekcijo in validacijo proteinov s prenosom western smo proteine 
pridobili s komercialno dostopnim kompletom reagentov: ProteoExtract Transmembrane 
Protein Extraction Kit (Novagen). Proteinske lizate smo pridobili iz glioblastomskih tkiv 
(tabela 1), normalnih možganskih tkiv (tabela 2), GMC, glioblastomskih celičnih linij 
U251MG in U87MG ter NSC. Koncentracije proteinov smo izračunali s pomočjo reagenta 
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BCA. Normalno možgansko tkivo smo pridobili post-mortem na Inštitutu za patologijo, 
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani. GBM tkivo smo pridobili po resekciji 
tumorjev, na Oddelku za nevrokirurgijo, Univerzitetni klinični center, Ljubljana. Za 
raziskavo smo pridobili dovoljenji Komisije RS za medicinsko etiko na seji dne 15. 
septembra 2015 (številki soglasja 98/09/15 in 95/09/15, priloga 3 in 4, str. 77 in 78). 
 
 









Vzorec Spol Diagnoza Razred Anatomska lokacija Starost (leta) 
G1 Ž glioblastom IV levi frontalni reženj 72 
G2 M glioblastom IV levi temporalni reženj 45 
G3 Ž glioblastom IV levi frontalni reženj 81 
G4 M glioblastom IV desni temporalni reženj 48 
G5 M glioblastom IV levi parietalno-okcipitalni reženj 68 
G6 M glioblastom IV desni parietalno-okcipitalni reženj 64 
G7 M glioblastom IV desni parietalni reženj 59 
G8 Ž glioblastom IV levi frontalni reženj 72 
G9 M glioblastom IV desni okcipitalni reženj 75 
G10 Ž glioblastom IV levi temporalni reženj 58 
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Vzorec Anatomska lokacija 
N1 00111/13 hipo. 
N3 103/13 mož. 
N4 96 hipo. 
N5 111/13 prv. 
N7 99/13 hipo. 
N11 100/13 mož. 
N12 96 svz. 
N15 96/13 hipo. 
N16 104/13 prv. 
N17 100/13 mož. 
N18 104/13 hipo. 
N20 103/13 mož. 
N22 125/13 prv. 
 
Tabela 2: Vzorci tkiv normalne možganovine. 
 hipo. – hipokampus, svz. – subventrikularni predel, prv. – periventrikularni predel, mož. – 
možganovina. 
 
3.4 Imunizacija in priprava fagne knjižnice nano-protiteles 
 
Fagna knjižnica nano-protiteles je bila pripravljena v sklopu projekta Interreg-GLIOMA 
[110]. Za njeno pripravo smo imunizirali lamo (staro 23 mesecev, moškega spola) z 
glioblastomsko celično linijo, izolirano iz bolnika, ki je bila obogatena z glioblastomskimi 
matičnimi celicami [111]. Lamo smo imunizirali z 106 GMC v sedmih ciklih, z eno-
tedenskim zamikom, po standardnem protokolu [112, 113]. Po zadnji imunizaciji smo 
zbrali 100 ml krvi in mRNA izolirali iz belih krvnih celic. Imunizacija lame ter izdelava 
knjižnice sta bili izvedeni v Nanobody Service Facility, VUB, Belgija [114]. Za 
imunizacijo lame je bilo izdano soglasje etične komisije v Belgiji (številka soglasja 14-
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220-19, priloga 5, str. 79). Pridobljeno mRNA smo uporabili za izdelavo knjižnice cDNA. 
Sledili sta dve reakciji PCR. V prvi reakciji PCR so bili pomnoženi fragmenti 
težkoverižnih protiteles. Fragmente, ki so ustrezali velikosti 600 bp, smo izrezali iz 
agaroznega gela in očistili s komercialnim kompletom reagentov Qiagen (QIAquick Gel 
Extraction Kit). Oligonukleotidna začetnika, ki sta bila uporabljena za prvo reakcijo PCR, 
sta CALL001 in CALL002. Z drugo reakcijo PCR pa smo pomnožili variabilno domeno 
(VHH) težkoverižnih protiteles, pri kateri smo uporabili PCR oligonukleotidna začetnika 
A6E in 38. VHH produkte PCR smo očistili in vstavili v vektor pHEN4 (restrikcija s PstI 
in NotI) ter transformirali v elektro-kompetentne celice E.coli TG1. Celice smo razmazali 
na ploščo z gojiščem LB agar, ki je vsebovalo 100 µg/mL ampicilina in 1% glukozo ter 
inkubirali preko noči, pri temperaturi 37 °C. Celice smo nato postrgali s plošče in razdelili 
v mikrocentrifugirke ter zamrznili pri -80 °C v prisotnost 10% glicerola. 
 
3.4.1 Priprava fagnih vironov 
 
Po izdelavi knjižnice smo vzeli alikvot knjižnice (500 µL) E.coli TG1 in celice gojili v 300 
mL medija 2×TY z dodanim ampicilinom (100 µg/mL) in glukozo (1%) 2-3 ure pri 37 °C, 
s stresanjem pri 225 rpm, do eksponencialne rasti celic. Nato smo dodali 10
12
 fagnih 
pomagalcev M13K07 in inkubirali nadaljnjih 30 min pri sobni temperaturi brez stresanja, 
da je prišlo do infekcije celic E.coli TG1. Celice E.coli smo nato odcentrifugirali pri 2700 
rpm in 4 °C (10 min) in pelet resuspendirali v 1 mL 2xTY. Inficirane celice E.coli smo 
prestavili v 300 mL medija 2×TY z dodanim 100 µg/mL ampicilina in 70 µg/mL 
kanamicina, ter stresali čez noč pri 37 °C in 225 rpm. Naslednji dan smo 300 mL kulture 
centrifugirali pri 8000 rpm, 30 min pri 4 °C, in supernatant prestavili v čiste 50-mL 
centrifugirke. Supernatantu smo dodali raztopino PEG-6000/2,5M NaCl, in sicer 20 % 
volumna centrifugirke. Nekajkrat smo jih obrnili in postavili na led ter inkubirali 30 min. 
Nato je sledilo centrifugiranje, 30 min pri 3220 rpm pri 4 °C. Pelete, ki so vsebovali fagne 
virone, smo osušili in ponovno suspendirali v 1 mL pufra PBS ter centrifugirali 2 min pri 





3.4.2 Imunoafinitetna obogatitev Nb knjižnice 
 
Obogatitev fagov smo naredili na celih GMC (kokultura NCH644 in NCH421K), ki smo 
jih pridobili od Christel Herold-Mende (Univerza v Heidelbergu, Nemčija), sicer pa so tudi 
komercialno dostopne pri CLS (Cell line service, Eppelheim, Nemčija). Imunoafinitetna 
selekcija je bila narejena v skladu s protokolom, ki smo ga pridobili na Vrije Universität 
Brussels, Belgija. Zamrznjene celice GMC (5x10
6
) smo odmrznili in prenesli v 5 mL 
ledeno mrzlega medija RPMI z 10% FCS in 2% mlekom v prahu. Celice smo dodali v 
medij, centrifugirali na 1500 rpm 5 min pri 4 °C in supernatant zavrgli. Celice smo 
ponovno suspendirali v 5 mL medija in inkubirali 30 min pri 4 °C. Paralelno smo 1011  
fagov izolirali iz knjižnice in jih prenesli v medij (~1 mL) in inkubirali 30 min pri 4°C.  
Celice smo nato centrifugirali na 1500 rpm 10 min pri 4 °C, zavrgli supernatant ter celični 
pelet ponovno suspendirali v 1 mL fagne raztopine. Nato smo inkubirali suspenzijo fagov 
in celic na rotirajoči platformi 2 h pri 4 °C in jo nato prestavili v svežo mikrocentrifugirko 
in centrifugirali na 200 rpm 5 min pri 4 °C. Supernatant smo odstranili in celice ponovno 
suspendirali v 1 ml ledeno mrzlega PBS z 10% FCS in 2% mlekom v prahu ter nežno 
mešali 5 min pri 4°C in centrifugirali s 2000 rpm, 6 min in pri 4 °C. Supernatant smo nato 
odstranili. Celice smo spirali 4-krat za prvo imunoafinitetno obogatitev, oz. 7-krat za drugo 
in tretjo imunoafinitetno obogatitev. Celice smo nato prestavili v svežo mikrocentrifugirko 
in ponovno sprali 1-krat za prvo imunoafinitetno obogatitev in 2-krat za drugo in tretjo 
imunoafinitetno obogatitev. Celičnemu peletu smo nato dodali 1 mL 100 mM trietilamina 
in inkubirali suspenzijo 10 min pri 4 °C. Dodali smo 1 mL 1 M Tris-HCL.  
Celice E.coli TG1 (10 mL) smo inficirali z 1,9 mL fagov in inkubirali 30 min pri 37 °C 
brez stresanja. V 50 mL gojišča 2×TY z dodanim ampicilinom (100 µg/mL) in glukozo (2 
%) smo nacepili celice E.coli TG1 in suspenzijo inkubirali 30 min pri 37 °C s stresanjem 
na 225 rpm. Po dodatku 15 µL 1012 fagnih pomagalcev/mL smo suspenzijo inkubirali 30 
min pri 37 °C brez stresanja. Celično suspenzijo smo nato centrifugirali na 2000 rpm, 10 
min, supernatant zavrgli in pelet resuspendirali v 1 mL 2×TY. Inficirane celice E.coli TG1 
smo nacepili v 300 mL 2×TY gojišča z dodanim ampicilinom (100 µg/mL) in 
kanamicinom (70 µg/mL) in inkubirali s stresanjem preko noči pri 37 °C. Naslednji dan 




3.4.3 Imunoafinitetna selekcija 
 
Po vsaki imunoafinitetni obogatitvi smo pripravili serijske redčitve fagov in jih nanesli na 
LB agar gojišče (s 100 µg/mL ampicilina in 1 % glukoze). Posamezne bakterijske klone 
smo preverili z imunoafinitetno selekcijo. Nano-protitelesa smo izbrali glede na diferenčni 
ELISA signal. TB gojišče (1 mL) smo nacepili z bakterijskim klonom in inkubirali 3-4 ure 
pri 37 °C s stresanjem pri 225 rpm. Proteinsko izražanje smo inducirali z dodatkom 10 µL 
1 M IPTG in inkubirali bakterijske klone preko noči pri 37 °C s stresanjem. 
Lizat glioblastomskih celic in lizat referenčnega tkiva smo imobilizirali na ELISA ploščah 
(NUNC Maxisorp) s končno koncentracijo 2 µg/mL. Plošče ELISA smo naslednji dan 
sprali trikrat z 0,1% PBS-T pred dodatkom periplazemskega lizata iz celic E.coli. 
Bakterijske kulture smo naslednji dan centrifugirali na 3220 rpm 13 min pri 4 °C in 
odstranili supernatant ter dodali 200 µL TES v vsako luknjico na plošči. Po 30 min 
stresanja s 150 rpm pri sobni temperaturi smo dodali v vsako luknjico 300 µL destilirane 
vode in nadaljevali stresanje pri sobni temperaturi še 1h. Celice smo nato centrifugirali na 
3220 rpm, 13 min pri 4 °C. Po 100 µL periplazme posameznega klona smo prenesli na 
ELISA ploščo, tako da smo ga v paraleli dodali tako lizatu referenčnega tkiva, kot lizatu 
glioblastomskih matičnih celic. Plošče ELISA z vzorci smo nato inkubirali 1 h pri sobni 
temperaturi brez stresanja. Plošče smo nato sprali 5-krat z 0,1% PBS-Tween in nato dodali 
v posamezno luknjico na plošči 100 µL mišjega protitelesa proti hemaglutininu (α-HA; 
1:2000 redčitev, Sigma-Aldrich). Po 1-urni inkubaciji s primarnimi protitelesi smo plošče 
sprali in v posamezne luknjice dodali 100 µL sekundarnega kozjega anti-mišjega IgG 
protitelesa, konjugiranega z alkalno fosfatazo (1:2000 redčitev, Sigma-Aldrich). Plošče 
smo inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi in jih nato petkrat sprali z 0,1% PBS-T ter 
dodali 100 µL raztopine alkalne fosfataze (Sigma Aldrich) ter sledili signal pri 405 nm na 






3.5 Vstavitev zapisa za nano-protitelo iz vektorja pHEN4 v vektor 
pHEN6c  
 
Bakterijski klon (Nb206), pridobljen iz imunoafinitetne obogatitve in s pozitivnim 
signalom na imunoafinitetni selekciji, smo namnožili na plošči LB agar in inkubirali čez 
noč pri 37 °C [115]. Klon Nb206 smo uporabili za matrično DNA v verižni reakciji s 
polimerazo (PCR). Gen za Nb smo pomnožili z uporabo dveh oligonulkeotidnih 
začetnikov, A6E in 38 (tabela 3), pričakovana velikost PCR fragmentov je 400 bp.  
 
 
Tabela 3: Začetni oligonukleotidi uporabljeni pri PCR. 
 
V reakcijsko mešanico za PCR smo namešali 42µL DEPC vode, 5 µL 10× PCR pufra, 0,5 
µL dNTP, oligonukleotidna začetnika A6E (1 µL) in 38 (1 µL) ter 0,15 µL polimeraze 
FastStart Taq. Reakcija PCR je potekala na napravi GeneAmp® PCR system 9700 
(Applied Biosystems) po naslednjem programu: denaturacija – 6 min, 95 °C; 
pomnoževanje – 32 ciklov: 30 s 94 °C, 30 s 55 °C, 45 s 72 °C; in končno 10 min 72 °C. 
Produkte PCR pomnoženih fragmentov Nb206, pričakujemo pri 400 bp. Produkte PCR 





Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5'→3' 
A6E GAT GTG CAG CTG CAG GAG TCT GGR GGA GG 
38 GGA CTA GTG CGG CCG CTG GAG ACG GTG ACC TGG GT 
Forward primer (FP) CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 
Reverse primer (RP) TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C 
M13R GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG G 
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3.5.1 Restrikcijsko rezanje produktov PCR in vektorja pHEN6c 
 
Produkte PCR smo rezali z restrikcijskima encimoma PstI in Eco91I preko noči pri 37 °C. 
Reakcijsko mešanico smo pripravili tako, da smo v 43 µL produkta PCR dodali 5 µL 10× 
pufra za restrikcijo 0 ter po 1 µL encima za restrikcijo PstI oz. Eco91I. 
Rezane produkte PCR smo očistili s pomočjo komercialnega kompleta reagentov 
Quiaquick PCR purification kit (Quigaen). 
Z encimoma PstI in Eco91I smo rezali tudi vektor pHEN6c, 2 uri pri 37 °C. Reakcijska 
mešanica je vsebovala 5 µL vektorja pHEN6c, encima za restrikcijo PstI in Eco91I (po 1 
µL) ter 1 µL 10× pufra za restrikcijo 0. 
 
3.5.2 Vstavitev produktov PCR v vektor pHEN6c 
 
Za vstavitev produktov PCR v vektor smo pripravili mešanico, ki je vsebovala 1 µL 
rezanega vektorja pHEN6c, 10 µL rezanih produktov PCR, 6 µL vode DEPC, 2 µL 10× 
Pufra za ligacijo KAPA in 1 µL ligaze KAPA (5 U/µL). Ligacija je potekala pri sobni 
temperaturi, 2 h. Reakcijo smo ustavili z inkubacijo pri 65 °C, 10 min. 
 
3.5.3 Transformacija produkta ligacije v kompetentne celice 
bakterije E.coli WK6 
 
Kompetentne celice bakterije E.coli WK6 smo odtajali na ledu, ligacijsko mešanico smo ta 
čas inkubirali na ledu. Kompetentnim celicam (100 µL) smo nato dodali 2 µL ligacijske 
mešanice. Celice smo nato inkubirali 30 min na ledu, sledila je 1,5-min inkubacija pri 42 
°C. Celicam smo nato dodali 800 µL gojišča LB ter jih inkubirali s stresanjem pri 37 °C, 1 
uro. Po centrifugiranju, 1 min na 12000 rpm, smo pelet ponovno suspendirali v 100 µL 
gojišča LB in ga s pomočjo steklenih kroglic razmazali na ploščo z gojiščem LB agar. 
Steklene kroglice smo pretresli na sveže plošče z gojiščem LB agar, s tem smo dobili med 




Transformante, ki so zrasle, smo preverili, ali nosijo v vektorju pHEN6c zapis za Nb206. 
Produkt PCR bi bil v takšnem primeru velik 550 baznih parov (bp). Reakcijska mešanica je 
vsebovala naslednje komponente: 42,35 µL vode DEPC, 5 µL 10× pufra PCR, 0,5 µL 
dNTP, po 1 µL začetnih oligonukleotidov RP in FP ter 0,15 µL polimeraze FastStart Taq. 
Reakcija je potekala po naslednjem programu: denaturacija – 6 min 95 °C; pomnoževanje 
– 32 ciklov: 30 s 94 °C, 30 s 55 °C, 45 s 72 °C; in končno 10 min 72 °C. Na 1% 
agaroznem gelu smo preverili velikost produktov PCR oz. ali smo v vektor uspešno vnesli 
zaporedje Nb.  
 
3.5.4 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 
 
Klone, ki so vsebovali zaporedje za Nb, smo poslali na sekvenciranje v podjetje Macrogen 
na Nizozemskem. Uporabili so oligonukleotidni začetnik M13R (tabela 3). 
 
3.6 Produkcija Nb206 
 
Transformirane klone E.coli WK6, katerim smo po sekvenciranju potrdili prisotnost 
nukleotidnega vključka anti-TufM Nb, smo s pipetnim nastavkom pobrali iz plošč LB agar 
in naredili prekonočno kulturo tako, da smo v 15 mL gojišča LB dodali 15 µL Amp 
(končna koncentracija 100 µg/mL) in po en bakterijski klon. Kulture smo preko noči 
stresali s 180 rpm in pri 37 °C. 
Drugi dan smo pripravili gojišča za produkcijo. Gojišču TB (900 mL) brez soli smo dodali 
100 mL raztopine kalijevega fosfata (K2HPO4 in KH2PO4), 5 mL 20% glukoze, 1 mL 100 
mg/mL ampicilina in 1 mL 2M MgCl2. V 2 L erlenmajerice smo odmerili 500 mL gojišča 
za produkcijo in 1,5 mL mešanice prekonočne kulture. Erlenmajerice smo inkubirali pri 37 
°C, s stresanjem pri 180 rpm, približno 4 ure, oziroma do OD600nm = 0,9. Nato smo klone 
inducirali, s tem, da smo dodali 500 µL 1 M IPTG (1 mM končna koncentracija) in 
inkubirali s stresanjem pri 180 rpm, čez noč, pri 28 °C. 
Tretji dan smo produkcijsko zmes centrifugirali pri 8000 rpm, 10 min in pri 4 °C. 
Supernatant smo zavrgli, pelet pa resuspendirali v TES (6 mL TES na 500 mL kulture). 
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Pazili smo, da smo pelet dobro suspendirali, da ni bilo več prisotnih skupkov. Suspenzijo 
smo inkubirali na ledu 1 uro, s stresanjem pri 180 rpm. Po 1 uri smo dodali TES/4 (12 mL 
za 500 mL kulture) in centrifugirko stresali na ledu naslednji 2 uri. Suspenziji smo nato 
dodali 150 µL 2 M MgCl2 na 500 mL začetne kulture in centrifugirali 30 min pri 8000 rpm 
in temperaturi 4 °C. Supernatant smo nato inkubirali na agaroznem nosilcu Ni-NTA (1 mL 
nosilca na 1 L kulture) preko noči pri 4 °C. Agarozni nosilec Ni-NTA smo pred nanosom 
supernatanta sprali z ddH2O in z raztopino PBS. Po vezavi Nb na nosilec Ni-NTA, smo 
nosilec sprali s PBS, in nato eluirali Nb z raztopino PBS, ki smo ji predhodno dodali 0,5 M 
imidazol.  
Eluat z Nb206 smo nato sprali na ultra-koncentratorju (Amicon, 10 kDa MWCO); spirali 
smo s PBS, da smo iz vzorca odstranili imidazol, ter vzorec skoncentrirali na 5 mL. 
 
3.6.1 Velikostno izključitvena kromatografija 
 
Nb206 smo v zadnji fazi produkcije čistili s pomočjo velikostno izključitvene 
kromatografije, s sistemom AKTA purrifier, na Kemijskem inštitutu v Ljubljani. S 
pomočjo 5-mL superzanke smo vzorec Nb206 nanesli na kolono Superdex 75 16/600. 
Kolona je bila predhodno očiščena z 0,5 M NaOH nato pa še z 0,2 M CH3COOH in 0,5M 
NaCl, pH= 4,3 Pri pretoku 2 mL/min in tlaku 0,1 MPa smo elucijo izvedli s PBS, pH = 9,5. 
Detekcijo smo sledili pri treh valovnih dolžinah: λ = 280 nm, λ = 260 nm in λ = 215 nm. 
Spekter pri λ = 280 nm je pokazal vrh med 45 in 50 min oziroma 85 mL in 95 mL, kjer se 
je eluiralo Nb206. Eluat smo zbirali v frakcijah po 500 µL. Frakcije smo združili in vzorec 
skoncentrirali s pomočjo ultra-koncentratorja, (Amicon, 10 kDa MWCO) do končne 
koncentracije 1 mg/mL, v PBS pufru. 
 
3.6.2 NaDS poliakrilamidna gelska elektroforeza 
 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS (NaDS PAGE) smo izvedli na 
kupljenih gelih 4-12% NuPAGE (Invitrogen). Uporabili smo pufer 20× MOPS 
(Invitrogen). Za proteinsko lestvico smo uporabili BlueStar protein ladder (Nipkon). 
Vzorce za nanos na elektroforezni gel smo pripravili tako, da smo 20 µg proteina dodali 
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DTT (končna konc. 1 mM) in 4× nanašalni pufer LD (Invitrogen). Vzorce smo denaturirali 
5 min pri 95 °C, ohladili in nato nanesli na gel. Elektroforeza je potekala približno 1 uro 
oz. toliko časa, da se je proteinska lestvica lepo ločila. 
 
3.7 Priprava para nano-protitelo:biooznačevalec 
 
Za pripravo para nano-protitelo:bio-označevalec (Nb:Ag) smo uporabili Nb206 v 
koncentraciji 1 mg/mL in proteinski lizat GMC s koncentracijo 1,3 mg/mL. Nikljev nosilec 
(Protino Ni-TED resin, Macherey-Nagel) smo sprali in ponovno suspendirali v pufru PBS 
ter inkubirali z in brez (kontrola) Nb206, 1 h pri 4 °C na rotirajoči platformi. Nikljev 
nosilec smo nato centrifugirali, supernatant odstranili in nanesli 1 mL proteinskega lizata 
GMC ter inkubirali nadaljnjo uro pri 4 °C. Mikrocentrifugirko smo nato centrifugirali na 
12000 rpm 2 min pri 4 °C ter odstranili supernatant in pelet 3-krat sprali z 1 mL 0,1% 
PBS-T. Pelet smo nato prestavili v svežo mikrocentrifugirko in sprali 3-krat z 1 mL PBS. 
Po centrifugiranju smo supernatant odstranili in par Nb:Ag rezali z raztopino tripsina (2 µL 
porcine tripsin, (Promega) v 100 µL 20 mM trietilamonijevem hidrogen karbonatnem 
pufru (TEAB)) ter inkubirali preko noči pri sobni temperaturi. 
Po rezanju s tripsinom smo supernatant prestavili v svežo mikrocentrifugirko in dodali 
raztopino 1 µL Tris(2-karboksietil)fosfina (Thermo Scientific). Dodali smo še 1 µL 
kloroacetamida in vzorec inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi. Nikljev nosilec smo sprali 
1-krat s pufrom PBS, supernatant zavrgli in dodali 25 µL 6 M uree. Po centrifugiranju smo 
eluirane peptide bio-označevalca prestavili v svežo mikrocentrifugirko in postopek 
dodajanja uree ponovili še 2-krat. Supernatant smo nato očistili na filtru C18 (Empore) 
[116]. 
Proteomska analiza peptidov bio-označevalca je potekala na Mednarodnem Centru za 
Gensko Inženirtstvo in Biotehnologijo (ICGEB) v Trstu, Italija. Očiščen vzorec smo 
analizirali s tekočinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno spektrometrijo (LC 
MS/MS; Easy-nLC system; Burker). Za ločbo peptidov bio-označevalca na tekočinski 
kromatografiji smo uporabili 75-minutno gradientno ločbo z 0 - 80% metanolom ter 0,1% 
mravljično kislino. Rezultate spektra MS/MS smo preiskali v človeški bazi podatkov z 
uporabo iskalnikov X!tandem in MASCOT, ob upoštevanju 5 % možnih lažnih zadetkov.  
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3.8 Validacija bio-označevalca TUFM 
3.8.1 Prenos western 
 
Izražanje bio-označevalca smo preverili v lizatu GBM tkiv, GBM celičnih linij in GMC ter 
lizatu normalnih možganskih tkiv in NSC. Izolirane proteine (20 µg) smo denaturirali 5 
min pri 95 °C, skupaj s 4× nanašalnim pufrom NuPAGE LDS Sample Buffer. Vzorce smo 
nato nanesli na gel 4-12% Bis-Tris NuPAGE. Proteine, ki so se ločili na gelu, smo prenesli 
s prenosom western na polivinildifluoridno (PVDF) membrano. Celokupne prenesene 
proteine smo barvali z barvilom Ponceau S. PVDF membrano smo nato blokirali 1 uro v 
5% raztopini mleka v prahu, raztopljenega v PBS. Membrani smo dodali primarno 
protitelo, mišje anti-TUFM (redčeno v 1% mleka v prahu v PBS, 1:1000, AMAb90964 
Sigma Aldrich) ter inkubirali preko noči pri 4 °C. Membrano smo nato sprali z 0,1% 
raztopino PBS-T in inkubirali s sekundarnim mišjim IgG protitelesom, označenim z 
reagentom HRP (redčeno z raztopino 1% mleka v prahu v PBS, 1:5000, Jackson 
ImmunoResearch) 1 uro pri 4°C. Membrano smo pred analizo s kemiluminiscenco še 
enkrat sprali z raztopino 0,1% PBS-T. Za razvoj kemiluminiscenčne reakcije smo uporabili 
komercialni set reagentov SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (Thermo 
Scientific) in lise vizualizirali z opremo LAS-4000 (Fujifilm; Tokijo, Japonska). Lise bio-




Imunohistokemijo (IHK) ter barvanje s hematoksilinom in eozinom (HE) smo izvedli na 
zdravih-kontrolnih tkivih ter glioblastomskih tkivih višje in nižje stopnje, v sodelovanju z 
Inštitutom za patologijo UL MF, po standardnem protokolu. Mišje protitelo anti-TUFM 
(kat. AMAb90964, Sigma Aldrich) smo redčili 1:1000 za vsa tkiva. Barvanje je potekalo 
na napravi za avtomatsko barvanje VENTANA DISCOVERY, ki se predhodno toplotno 





3.8.3 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
 
Informacijsko RNA smo izolirali iz glioblastomskih in normalnih tkiv možganovine 
(hipokampus, periventrikularno in subventrikularno območje), celičnih linij GBM 
(U87MG in U251MG), GMC in NSC z uporabo reagenta TRI (Sigma Aldrich), po 
navodilih proizvajalca. Izolirani informacijski RNA smo izmerili koncentracijo in čistost 
na napravi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Za reverzno transkripcijo RNA 
v cDNA smo uporabili 3 µg vzorcev mRNA. Vzorce mRNA smo najprej obdelali z 
rekombinantno DNAzo I (Roche)  15 min pri 30 °C in nato 10 min pri 75 °C, sledil je 
prepis z reverzno transkriptazo (Transcriptor Universal cDNA Master, Roche) 5 min pri 25 
°C, 10 min pri 55 °C in 5 min pri 85 °C. 
Na skupnem vzorcu mRNA z dodano raztopino 2× LightCycler 480 SYBR Green I Master 
(Roche) smo na napravi  LightCycler 480 system (Roche) testirali pet referenčnih genov 
TBP, HPRT1, RPL13A, GAPDH in CYC1 [117-119]. V tabeli 4 so zapisana nukleotidna 
zaporedja začetnih ogligonukleotidov za omenjene referenčne gene. Izbrali smo jih na 
podlagi podatkov iz literature [117]. Učinkovitost parov začetnih oligonukleotidov smo 
določili na serijskih redčitvah skupnega vzorca cDNA, z uporabo standardne krivulje. 















Kategorija Naziv gena Oligonukleotidni začetniki (5’3’) 
Referenčni 
geni 
TBP F: CAG CAT CAC TGT TTC TTG GCG T 
R: AGA TAG GGA TTC CGG GAG TCA T 
 HPRT1 F: CAG CCC TGG CGT CGT GAT TAG T 
R: CCA GCA GGT CAG CAA AGA AT 
 RPL13A F: CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA GA 
R: TTG AGG ACC TCT GTG TAT TTG TCA A 
 GAPDH F: TCG CCA GCC GAG CCA CAT C 
R: CGT TCT CAG CCT TGA CGG TGC 
 CYC1 F: GAG GTG GAG GTT CAA GAC GG 
R: TAG CTC GCA CGA TGT AGC TG 
Tarčni gen TUFM F: AAA GAA GGG AGA CGA GTG TGA 
R: TGT GGA ACA TCT CAA TGC CTG 
 
Tabela 4: Začetni oligonukleotidi uporabljeni pri qPCR. 
Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za referenčne gene in tarčni gen, izbrana iz 
literature [117]. 
 
Začetna oligonukleotida za TUFM smo pridobili iz baze podatkov PrimerBank 
(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) in sta navedena v tabeli 4. Vzorce smo 
analizirali z uporabo 3 μL cDNA v 20 μL reakcijske zmesi z 2 × LightCycler 480 SYBR 
Green I Master (Roche) in 5 μM (končna konc.) začetnih oligonukleotidov. Vzorce smo 
testirali v triplikatih po naslednjem protokolu: pred inkubacija – 10 s, 95 °C; 
pomnoževanje – 45 ciklov: 10 s, 95 °C; 20 s, 60 °C; 20 s, 72 °C; talilna krivulja – 1 cikel: 
5 s, 95 °C; 1 min, 65 °C; neprekinjeno 97 °C; hlajenje: 30 s, 40 °C. Gen TUFM smo 
normalizirali na referenčne gene. P-vrednosti tkivnih vzorcev smo izračunali s statističnim 
testom t-test, izvedba v GraphPad Prism 6. P-vrednosti celičnih linij smo izračunali s 





3.9 Označevanje Nb206 z barvilom FITC 
 
Za označevanje izbranega Nb206 smo uporabili komercialno dostopen komplet reagentov 
FluoroTag FITC Conjugation Kit (Sigma Aldrich). Fluorescein izotiocianat (FITC) je 
najpogosteje uporabljeni reagent za fluorescenčno označevanje in ima absorpcijski vrh pri 
495 nm in emisijski vrh pri 525 nm. FITC reagira s prostimi amino skupinami Nb in tvori 
stabilen konjugat.  
Z barvilom FITC smo označili Nb206 po v protokolu predlaganih razmerjih (5:1, 10:1 in 
20:1). V treh steklenih epruvetah smo pripravili 200 µL Nb206, redčenega do končne 
koncentracije 1 mg/mL z 0,1 M raztopino karbonat-bikarbonatnega pufra. Raztopini 
Nb206 smo dodali 300 µL raztopine FITC (5:1, 10:1 in 20:1), redčene v 0,1 M karbonat bi-
karbonatnem pufru. Raztopina FITC je bila pripravljena po protokolu, ki je priložen h 
kompletu FluoroTag FITC Conjugation Kit. Steklene epruvete smo pred svetlobo zaščitili 
z aluminijasto folijo in jih 2 uri stresali pri sobni temperaturi. Kolono Sephadex G-25, 
priloženo kompletu reagentov, smo sprali z 32 mL PBS, pH=7,4, in nanjo nanesli 
raztopino Nb206-FITC. Želeno označeno Nb206-FITC smo eluirali z 2,5 mL PBS, 
pH=7,4, in frakcije zbirali (po 250 µL) v mikrocentrifugirke. Vsaki frakciji smo nato 
izmerili A280nm in frakcije, kjer je bila A280nm> 0,2, združili. Združeni raztopini Nb206-
FITC smo izmerili A280nm in A495nm ter izračunali molarno razmerje med  F(FITC)/p(nano-
protitelo) z uporabo enačb 1 in 2. 
 
Enačba 1:  
 
 A495 – absorbanca pri 495 nm 
A280 – absorbanca pri 280 nm  












Enačba 2:  
MW – molekulska masa proteina 
𝐸280
0,1%– absorpcijski ekstinkcijski koeficient proteina s koncentracijo 1 mg/mL pri 280 nm  
389 g/mol – molska masa FITC  
195 - absorpcijski ekstinkcijski koeficient, 𝐸280
0,1%
vezanega FITC pri 490 nm in pH=13 
 
𝐶 =  






3.10 Izolacija arheosomov in vklopljanje Nb206 v arheosom 
 
V sodelovanju z Biotehniško fakulteto v Ljubljani smo pripravili Nb206, obložena z 
arehealnimi lipidi, to je vklopljena v arheosome. Celice ekstremofilne arheje A. pernix K1 
smo gojili v 800 mL gojišča, ki je vsebovalo 34 g sintetične morske soli (Sigma Aldrich), 5 
g peptona (Sigma Aldrich), 1 g kvasnega ekstrakta (Sigma Aldrich), 1 g Na2S2O3•5H2O 
(Sigma Aldrich) ter 20 mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina, 
Sigma Aldrich), in sicer pri pH 7,0 in 92 °C. Po 40 urah smo suspenzijo ohladili, celice 
centrifugirali in sprali. Lipide smo izolirali iz liofilizirane biomase [106, 107]. Za pripravo 
arheosomov smo uporabili polarno lipidno metanolno frakcijo [106, 120]. Arhealne lipide 
(2 mg) smo v bučki zmešali v raztopini metanola in kloroforma (500 µL) ter raztopino 
posušili z evaporacijo. Suh lipidni film smo hidratirali s pufrom PBS pH=7,4, v katerega 
smo dodali Nb206-FITC (500 µL  s konc. 3 mg/mL) ter močno pretresli na stresalniku 
vortex in sonificirali 10 min v vodni kopeli, da je lipidni film odstopil od sten bučke. 
Sledilo je centrifugiranje pri 12000 rpm in 4 °C preko noči. Naslednji dan smo supernatant 
odstranili, pelet, v katerem so bila Nb206-FITC, vklopljena v arheosome, smo nato 







3.11.1 Imunocitokemija s komercialnimi protitelesi in Nb206-FITC 
 
Imunocitokemijo smo izvedli na glioblastomskih celičnih linijah U87MG in U251MG ter 
GMC [121]. Na okrogla stekelca, ki smo jih predhodno obdelali s poli-D-lizinom (0,1 
mg/mL), smo nacepili 100000 celic. Pritrjene celice smo nato fiksirali 15 min z ledeno 
hladnim 4% paraformaldehidom in jih nato permeabilizirali 3-krat po 5 min s svežo 0,1% 
raztopino Triton X-100 v PBS. Sledilo je 1-urno blokiranje celic pri sobni temperaturi z 
1% govejim serumskim albuminom v PBS. Nato smo dodali Nb206-FITC (1 µg/ml) in jih 
inkubirali preko noči pri 4 °C. Naslednji dan smo celice sprali in jim dodali komercialno 
primarno mišje protitelo proti TUFM (redčeno 1:1000; kat. AMAb90964, Sigma Aldrich) 
ter jih inkubirali preko noči pri 4 °C. Celice smo naslednji dan sprali 4-krat po 10 min s 
PBS in jim dodali sekundarno kozje protitelo IgG, vezano z barvilom CF640R (redčeno 
1:3000; SAB4600396, Sigma Aldrich) ter jih inkubirali 1,5 ure pri sobni temperaturi. 
Celice smo nato sprali 4-krat po 10 min s PBS in jih inkubirali 10 min s 300 nM 
koncentracijo barvila DAPI (4',6-diamidino-2-fenillindolom). Celice smo sprali 4-krat po 
10 min s PBS in krovna okrogla  stekelca pritrdili na objektno stekelce z reagentom 
Hydromount (National Diagnostics). Signale smo sledili pod fluorescenčnim mikroskopom 
TE2000-E (Nikon Eclipse) in nato slike obdelali s programom ImageJ. 
 
3.11.2 Imunocitokemija z Nb206-FITC in barvilom MitoTracker 
Orange 
 
Na okrogla stekelca smo nacepili 50.000 glioblastomskih celic U251MG in jim potem, ko 
so se pritrdile na stekelca, dodali Nb206-FITC (1 µg/mL) ter inkubirali za različne časovne 
točke (15 min, 30 min, 1 uro, 2 uri, 4 ure, 8 ur in 24 ur) pri 37 °C. Celicam smo nato dodali 
barvilo Hoechst 33342 (redčitev 1:2000; Thermo Fischer Scientific) in jih inkubirali 10 
min pri sobni temperaturi v temi. Celice smo nato trikrat sprali s PBS in jim dodali barvilo 
MitoTracker Orange CMTMRos (Thermo Fischer Scientific; 50 nM koncentracija) ter 
inkubirali v temi 15 min pri sobni temperaturi. Celice smo 3-krat sprali s PBS in jih 
fiksirali 10 min z ledeno hladnim 4% paraformaldehidom, nato pa ponovno sprali in 
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pritrdili krovna stekelca na objektna stekelca z reagentom Hydromount. Signal smo sledili 
pod konfokalnim mikroskopom (Axio Observer Z1 LSM710, Zeiss) in obdelali slike s 
programom ZEN. 
 
3.11.3 Imunocitokemija z nano-protitelesi, vklopljenimi v 
arheosome 
 
Na okrogla stekelca, ki smo jih predhodno obdelali s poli-D-lizinom (0,1 mg/mL), smo 
nanesli 100000 celic U251MG. Nb206-FITC (koncentracija 1 µg/mL), vklopljena v 
arheosome, smo dodali gojišču, v katerem so rasle celice U251MG. Po 24 urah smo celice 
fiksirali 15 min z ledeno hladnim 4% paraformaldehidom in jih nato permeabilizirali 3-krat 
po 5 min s svežo 0,1% raztopino Triton X-100 v PBS. Sledilo je 1-urno blokiranje celic pri 
sobni temperaturi z 1% govejim serumskim albuminom v PBS. Med vsako inkubacijo je 
sledilo spiranje s PBS (3×10 min). Jedra smo označili z barvilom DAPI (300 nM) ter 
krovna stekelca s celicami fiksirali na objektno z reagentom Hydromount. Signal smo 
sledili pod fluorescenčnim mikroskopom TE2000-E (Nikon Eclipse) in slike obdelali s 
programom ImageJ. 
 
3.12 Apoptoza in nekroza glioblastomskih celic 
 
Za test apoptotičnih in nekrotičnih celic GBM smo uporabili komercialno dostopen 
komplet reagentov Annexin V-FITC/Propidium Iodide (Abcam). Eksperimente smo 
izvedli v skladu s priloženim protokolom. Celični liniji U87MG in U251MG smo nacepili 
na krovna stekelca (250000 celic). GMC smo nacepili v gojišče in nato suspenzijo (500000 
celic) po barvanju prenesli na krovna stekelca. Po 6 h rasti smo jim dodali 100 µg/mL 
Nb206 in jih inkubirali 16 ur pri 37 °C. Za vsako celično linijo GBM smo uporabili tudi 
kontrolne celice, brez dodatka Nb206. Zelen in rdeč signal smo sledili pod fluorescenčnim 




3.13 Vizualizacija 3D interakcije Nb206 s TUFM 
 
Z analizo in silico smo opazili, da je Nb206 vplivalo na bio-označevalec TUFM. Ker 3D 
zgradba nano-protitelesa še ni bila odkrita, smo v podatkovni bazi PDB iskali primeren 
homolog. Nano-protitelesi Nb206 in 4WGV (PDB vnos) [122], sta pokazali visoko 
ohranjeno aminokislinsko zaporedje (76 %), z eno samo razliko, in sicer izbrisano 
aminokislino serin za treoninom na mestu 104. Ukaza ALIGN in BLDPIR v modelirnem 
okolju WHATIF [123] sta bila uporabljena za homologijo Nb206 s predlogo 4WGV. Po 
ročnem izbrisu ustreznega serina smo s programom molekulske simulacije CHARMM 
[124] in s korekcijo strukture z ukazi DGLOOP v WHATIF izvedli več kratkih 
optimizacijskih zagonov. Ko smo z modulom PROCHECK v WHATIF dosegli dober 
rezultat, smo 3D model Nb206 predložili v združitev skupaj s strukturo TUFM (PDB koda 
1D2E), ki se izvaja s spletnim strežnikom Rosetta. (http://rosie.rosettacommons.org) [125]. 
Začetni položaj Nb206 in TUFM sta bila pridobljena na osnovi PROBIS analize mest za 
vezavo proteinov [126], ki je pokazala, da je N-terminalna površina nano-protitelesa 
Nb206 glavna interaktivna površina ciljnih antigenov. Najboljšo kompleksno strukturo 
smo obdali z 27.514 molekulami vode, skupaj z 79 natrijevimi in 77 kloridnimi ioni za 
električno nevtralnost, in izpostavili 150 korakom sprostitve (50 korakov s.d. optimizacije, 
50 korakov optimizacije s sprejeto podlago metode Newton-Raphson, 50 korakov 
optimizacije sprostitve mreže), ki jim je sledilo 400 ns konstantnega tlaka in temperaturne 
dinamične simulacije (300 K, 1 bar, časovni korak, 1 fs). Simulacijo EWALD smo 
uporabili za izračun elektrostatskih interakcij, da preverimo stabilnost in pravilnost 
kompleksa. Poleg tega smo naredili analogno molekularno simulacijo (200 ns) interakcij z 
nasprotno površino, da bi jo primerjali s stabilnostjo prve orientacije. 
 
3.14 Testi citotoksičnosti 
 
Število viabilnih glioblastomskih celic (U87MG, U251MG in GMC) ter normalnih 
celičnih linij (astrociti, celice HaCaT in NSC) smo izračunali s pomočjo reagenta WST-1 




3.14.1 Test citotoksičnosti Nb206 
 
V mikrotitrsko ploščo s 96 ravnimi luknjami smo v triplikatu nacepili 4000 celic, in sicer v 
100 µL ustreznega gojišča, ter inkubirali 2 uri pri 37 °C. Celicam smo nato dodali Nb206 v 
dveh različnih koncentracijah (10 µg/mL in 100 µg/mL) in inkubirali 24 ur oziroma 48 ur. 
Po 24-urni oziroma 48-urni inkubaciji z Nb206 smo v vsako luknjico dodali 10 µL 
reagenta WST-1 in inkubirali nadaljnji 2 uri pri 37 °C. Kontrolne celice so bile tretirane na 
isti način, le da niso vsebovale Nb206. Po dveh urah smo izmerili absorbanco pri valovni 
dolžini 450 nm in referenčni valovni dolžini 690 nm, z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč 
Synergy H4 (BioTek). Za ozadje smo izmerili absorbanco gojišča brez celic. 
 
3.14.2 Test citotoksičnosti Nb206, vklopljenih v  arheosome 
 
V triplikatu za vsak poskus smo v mikrotitrsko ploščo s 96 ravnimi luknjami nacepili 4000 
celic v 100 µL ustreznega gojišča in inkubirali 2 uri pri 37 °C. Celicam smo nato dodali 
Nb206 (100 µg/mL), vklopljeno v arheosome, in inkubirali 24 ur, 48 ur oziroma 72 ur. Na 
isti plošči smo imeli tudi kontrolne celice, ki so vsebovale dodatke samega Nb206 (100 
µg/mL), celice z dodatkom samih arheosomov (500 µg/mL) ter kontrolne celice, ki niso 
vsebovale nikakršnega dodatka. Po 24, 48 ali 72-urni inkubaciji celic smo v vsako luknjico 
dodali po 10 µL reagenta WST-1 in inkubirali nadaljnji 2 uri pri 37 °C. Po dveh urah smo 
izmerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm in referenčni valovni dolžini 690 nm, z 
uporabo čitalca mikro plošč Synergy H4 (BioTek). Za ozadje smo izmerili absorbanco 
gojišča brez celic. 
 
3.15 Statistična analiza 
 
Vsi eksperimenti so bili izvedeni v vsaj treh ponovitvah in analizirani za statistično 
signifikanco z uporabo programa one-way ANOVA, ter Sidak- in Dunnett-ovim testom 
večkratne primerjave. P-vrednost, manjša od 0,05, je veljala za statistično signifikantno. Za 




4.1 Koncentracija proteinskih vzorcev 
 
Iz tkiv glioblastomskih vzorcev (tabela 1) in vzorcev normalnih možganskih tkiv (tabela 
2), ter glioblastomskih celičnih linij U87MG in U251MG, GMC in nevralnih matičnih 
celic (NSC) smo izolirali membranske in citosolne proteinske frakcije s pomočjo kompleta 
reagentov ProteoExtract Transmembrane Protein Extraction Kit (tabela 5). Koncentracije 
izoliranih frakcij so naslednje: 
 
 
Tabela 5: Koncentracije proteinov referenčnih tkiv, GBM tkiv in celic GBM. 
Koncentracija proteinov (µg/µL), izoliranih iz Ref. – Referenčnih tkiv, GBM tkiv ter celičnih linij 
U251MG, U87MG, GMC in NSC; Memb – membranska frakcija, Cito – citosolna frakcija. 
 
4.2 Imunoafinitetna selekcija in identifikacija klonov 
 
Knjižnica fagov je vsebovala 108 posameznih transformant, od katerih je imelo 80 %  v 
svojem vektorju pHEN4 nukleotidno zaporedje, ki je ustrezalo velikosti gena za Nb. Za 
bakteriofagno imunoafinitetno obogatitev smo uporabili celice GMC (kokulturo celic 
NCH644 in NCH421K). Izvedli smo tri cikle imunoafinitetne obogatitve in nato pregledali 
480 posamičnih bakterijskih klonov. Od 480 klonov je osem različnih klonov imelo vsaj 
1,9-krat višji signal pri encimsko imunskem testu (ELISA) v lizatu GMC kot v lizatu 















Memb Cito Memb Cito Memb Cito Memb  Cito Memb Cito Memb Cito 






3,528 1,512 1,869 0,853 0,944 0,313 0,970 0,719 
Referenčno 
možgansko tkivo 
0,984 0,563 0,889 0,430 0,478 0,105 0,508 0,351 
Klon Nb26 Nb182 Nb206 Nb210 Nb278 Nb81 Nb15 Nb71 
 
Tabela 6: Signali ELISA, izmerjeni pri imunoafinitetni selekciji. 
Signali ELISA, izmerjeni pri imunoafinitetni selekciji po dodatku periplazemske frakcije različnih 
klonov Nb k lizatu glioblastomskih matičnih celic in lizatu tkiva referenčne možganovine. 
 
Vseh 8 klonov smo poslali na določanje nukleotidnega zaporedja (Macrogen, 
Nizozemska). Klon Nb206, ki je imel vstavljeno nukleotidno zaporedje za nano-protitelo 
Nb206, je imel popolno aminokislinsko zaporedje, značilno za Nb. 
 
4.3 Vnos nukleotidnega zaporedja Nb206 v vektor pHEN6c 
 
Z vnosom nukleotidnega zaporedja Nb206 v vektor pHEN6c smo si olajšali nadaljnje delo 
pri čiščenju Nb206, saj vektor pHEN6c vsebuje tudi zaporedje za poli-His oznako na C 
koncu aminokislinskega zaporedja, vstavljenega Nb206. Pri reakciji pomnoževanja 
fragmentov PCR Nb206 iz vektorja pHEN4 na sliki 9 vidimo, da vsi fragmenti (1-5) 







Slika 9: Agarozni gel po 1. reakciji PCR. 
Pomnoževanje Nb206 iz vektorja pHEN4. M – GeneRuler 100bp Plus DNA lestvica, 1-5 – 
pomnoženi fragmenti Nb206. 
 
Po rezanju produktov PCR Nb206 in vektorja pHEN6c z restrikcijskimi encimi, smo 
izvedli vstavitev fragmentov PCR v vektor pHEN6. Po ligaciji smo vektor pHEN6c 
transformirali v celice E.coli WK6. Nato smo izvedli 2. reakcijo PCR, da smo preverili 
prisotnost vstavljenih fragmentov Nb206 v vektorju pHEN6c. Na sliki 10 vidimo, da 
velikosti fragmentov Nb206 - 3, 14, 16, 17, 22 in 34 ustrezajo 550 bp. Tem fragmentom 
smo nato določili nukleotidno zaporedje. 
 
 
Slika 10: Agarozni gel po 2. reakciji PCR. 
Preverili smo prisotnost Nb206 v vektorju pHEN6c. M – GeneRuler 100bp Plus DNA lestvica; 1-5, 
11-19, 20, 22, 27, 33, 34 – pomnoženi fragmenti Nb206, vstavljeni v vektor pHEN6c. 
 
 M  11 12 13 14       15  16  17 18             19      20       22 27        
33  34 
M  1  2   3  4  5 




Določanje nukleotidnega zaporedja je pokazalo, da imajo kloni Nb206.3, Nb206.16 in 
Nb206.34 popolno zaporedje brez stop kodonov. Vsa aminokislinska zaporedja klonov se 
začnejo s QVQL in končajo s TISS ali TVSS in imajo oznako 6-HIS na C koncu 
zaporedja. 
 
4.4 Nukleotidno zaporedje Nb206 in njegova čistost 
 
Aminokislinska in nukleotidna zaporedja klonov Nb206.3, Nb206.16 in Nb206.34 z 
izračunanimi molekulskimi masami in izoelektričnimi točkami so naslednja: 
 
Nb206.3  
        10         20         30         40         50         60 
QVQLQESGGG LAQAGGSLRL SCAASGRMFS INNMGWYRQA PGKQRELVAF ITRGGTTTYA  
 
        70         80         90        100        110        120 




Izračunana MW: 13888 Da 
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QVQLQESGGG LAQAGGSLRL SCAASGRMFS INNMGWYRQA PGKQRELVAF ITRGGTTTYA  
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Izračunana MW: 13902 Da 






















Mešanico klonov smo nato izrazili s pomočjo IPTG in periplazemsko frakcijo očistili z 




Slika 11: Velikostno izključitvena kromatografija Nb206.  
Na kromatogramu vidimo elucijo Nb206 med 81 mL in 95 mL. Signal smo sledili pri valovnih 
dolžinah 280 nm (modra krivulja) in 215 nm (roza krivulja). 
 
Na napravi Synergy smo preverili koncentracijo Nb206 in redčili do končne koncentracije 
1 mg/mL. Na sliki 12 je Nb206 po SEC 100 % čist in velikost ustreza 14 kDa na gelu 4% -








Slika 12: Poliakrilamidni gel za Nb206.  
M – BlueStar PLUS proteinski označevalec, 1 – Nb206 po čiščenju na IMAC, 2 – Nb206 po 
čiščenju na SEC. Velikosti so označene v kDa. 
 
4.4.1 Masna spektrometrija 
 
Proteomska analiza na masni spektrometriji (prilogi 1 in 2, str. 75 in 76) je določila za 
Nb206 ustrezen bio-označevalec: TUFM, oziroma mitohondrijski elongacijsko-
translacijski dejavnik. 
 
4.5 Validacija antigena TUFM 
4.5.1 Prenos western 
 
S prenosom western smo validirali izražanje bio-označevalca TUFM v normalnem 
možganskem tkivu, tkivu GBM, nevralnih matičnih celicah (NSC), glioblastomskih 
matičnih celicah GMC in glioblastomskih celičnih linijah U251MG in U87MG (slika 13). 
Bio-označevalec TUFM smo kvantificirali v primerjavi s celokupnim proteinskim lizatom 















merjeni v enotah [AU]) (slika 14). Na sliki 14 vidimo, da je bilo izražanje TUFM povišano 
v vseh glioblastomskih celicah in glioblastomskem tkivu kot tudi v nevralnih matičnih 
celicah. Izražanje TUFM v referenčnem tkivu je imelo nizko intenziteto. Statistične 




Slika 13: Odtis western TUFM.  
Levo – barvanje celokupnega proteinskega lizata z barvilom PoncauS, Desno – odtis western s 
TUFM in nanašalno kontrolo GAPDH; M – Proteinski označevalec BlueStar PLUS, 1 – REFt, 
referenčno tkivo, 2 – GBMt, glioblastomsko tkivo, 3 – NSC, nevralne matične celice, 4 – GMC, 
glioblastomske matične celice, 5 – U251MG, glioblastomska celična linija, 6 – U87MG, 
glioblastomska celična linija. 
 
 
Slika 14: Relativna intenziteta bio-označevalca TUFM. 
Relativna intenziteta bio-označevalca TUFM normalizirana na celokupni proteinski lizat. REFt – 
referenčno tkivo, GBMt – glioblastomsko tkivo, NSC – nevralne matične celice, GMC – 
glioblastomske matične celice, U251MG – glioblastomska celična linija, U87MG – glioblastomska 
celična linija. 
TUFM 



























Tabela 7: Odtis western – p-vrednosti. 
P vrednosti primerjave intenzitete bio-označevalca med posameznimi vzorci. * p <0.05, ** p < 




Imunohistokemijo (IHK) smo izvedli na kontrolnih vzorcih, desetih glioblastomskih 
vzorcih, štirih vzorcih oligodendroglioma in šestih vzorcih astrocitomov. V normalnem 
Primerjava vzorcev  P vrednost 
REFt vs. GBMt **** < 0,0001 
REFt vs. NSC **** < 0,0001 
REFt vs. GSC **** < 0,0001 
REFt vs. U251MG *** 0,0009 
REFt vs. U87MG **** < 0,0001 
GBMt vs. NSC **** < 0,0001 
GBMt vs. GSC **** < 0,0001 
GBMt vs. U251MG ns 0,1042 
GBMt vs. U87MG ns 0,9985 
NSC vs. GSC ns 0,9997 
NSC vs. U251MG **** < 0,0001 
NSC vs. U87MG **** < 0,0001 
GSC vs. U251MG **** < 0,0001 
GSC vs. U87MG **** < 0,0001 
U251MG vs. U87MG ns 0,2087 
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možganskem tkivu je bila reakcija negativna, v tkivih gliomov pa je bila reakcija pozitivna 
z različnimi intenzitetami in odstotkom pozitivnih celic. V celicah se v IHK barva 
citoplazma z bolj intenzivnim signalom okoli jedra. Rezultati so predstavljeni v tabeli 8 in 
na slikah 15 in 16. 
 
št. vzorca tumor reakcija % pozitivnih celic 
1 29546 primarni glioblastom + 25-50% 
2 26861 primarni glioblastom + 0-25% 
3 27004 glioblastom ++ 50-75% 
4 27262 sekundarni gliosarkom ++ 50-75% 
5 26174 glioblastom + 0-25% 
6 26043 glioblastom ++/+++ 75-100% 
7 26596 glioblastom ++ 50-75% 
8 28261 glioblastom + 0-25% 
9 25295 recidivni glioblastom ++ 25-50% 
10 26570 epiteloidni gliom ++ 50-75% 
1 5968 oligodendrogliom ++ 25-50% 
2 27129 oligodendrogliom ++ 25-50% 
3 24774 oligodendrogliom + 0-25% 
4 30081 oligodendrogliom + 25-50% 
1 2696 difuzni astrocitom + 0-25% 
2 7244 difuzni astrocitom ++ 25-50% 
3 23210 difuzni astrocitom + 0-25% 
4 24287 difuzni astrocitom +++ 75-100% 
5 22816 anaplastični astrocitom ++ 50-75% 
6 25540 anaplastični astrocitom ++ 75-100% 
 
Tabela 8: Rezultati imunohistokemije na vzorcih gliomov.  





Slika 15: Imunohistokemija GBM. 
Na zgornjem delu slike je vzorec glioblastoma multiforme, barvan s HE, na spodnjem delu slike pa 
so trije vzorci glioblastoma multiforme z različnimi intenzitetami reakcije barvanja z IHK. 
 
 
Slika 16: Imunohistokemija difuznega astrocitoma in oligodendroglioma. 
Na zgornjem delu slike sta vzorca difuznega astrocitoma in oligodendroglioma, barvana s HE, na 




4.5.3 Izražanje informacijske RNA 
 
Informacijsko mRNA smo uspešno izolirali iz vseh GBM in normalnih vzorcev, s 
povprečno koncentracijo 910 ng/μL in razmerjem A260nm/A280nm med 1,81 in 2,02. 
Srednja koncentracija mRNA, izolirane iz NSC, GSC in dveh celičnih linij glioblastoma, 
U87MG in U251MG, je bila 1835 ng/μL, razmerje A260nm/A280nm pa med 1,92 in 1,99. 
Kot najboljšo kombinacijo genov za referenčne gene smo s programom NormFinder izbrali 
RPL13A in CYC1 z vrednostjo stabilnosti 0,028. Začetni oligonukleotidi za qPCR so 
predstavljeni v tabeli 4 (Materiali in Metode). Učinkovitost začetnih oligonukleotidov 
referenčnih genov je bila 1,82 za CYC1 in 2,26 za HPRT1. 
Pri primerjanju izražanja mRNA med tkivom glioblastoma (GBMt) in vzorci normalnega 
možganskega tkiva (REFt) nismo opazili statističnih razlik (p = 0,5934). Izražanje TUFM 
pa je bilo povišano in statistično signifikantno za glioblastomske celice GMC (p <0,0001), 
U251MG (p <0,0001) in U87MG (p <0,0001) v primerjavi z NSC (slika 17). 
 
 
Slika 17: Relativno izražanje mRNA TUFM.  
Relativno izražanje mRNA TUFM v REFt – referenčnem tkivu, GBMt – glioblastomskem tkivu, 
NSC – nevralnih matičnih celicah, GMC – glioblastomskih matičnih celicah, U251MG – 





4.5.4 Trodimenzionalni model Nb206:TUFM 
 
Končni trodimenzionalni kompleks med Nb206 in človeškim TUFM po 400 ns 
molekularne dinamike je prikazan na sliki 18. Iz slik 19 in 20 je razvidno, da sta Nb206 in 
TUFM ostala v tesnem stiku skozi celotno obdobje analize. Slika 20 kaže na znatno 
povečanje v kvadratnem korenu odmika med simulacijo (približno 15 Å), čeprav je to 
posledica izboljšav na površini protein-protein, s spremembo v kotu interakcij. Poleg tega 
na sliki 20 vidimo, da je bila konformacija po približno 100 ns kvadratnega korena odmika 
uravnotežena, s periodičnimi nihanji okrog povprečne konformacije. Enako velja za 




Slika 18: Trodimenzionalni model za kompleks med Nb206 in TUFM. 
Trodimenzionalni model za kompleks med Nb206 (Lama glama) (modra zgradba s CDR3 regijo v 
zeleni barvi) in človeškim TUFM (rjava zgradba). Končna postavitev simulacije molekularne 
dinamike po 400 ns je prikazana s trakovi, vgrajenimi v površinsko konturo. Aminokisline Nb206-
CDR3 Arg99, Asp103 in Arg106 ter aminokisline TUFM Glu253, Asp260 in Arg 273 so prikazane 





Slika 19: Časovno razločljive spremembe med razdaljami izbranih nasprotno nabitih 
aminokislin v Nb206 in TUFM.  
Vijolična, R99 in E253; rdeča, R106 in D260; zelena, D103 in R273; črna, D97 in K257. Na X osi 
je prikazan čas ekvilibracije kompleksa med Nb206 in EF-TU v nano sekundah. Y os prikazuje 




Slika 20: Časovno razločljive spremembe v kvadratnem korenu odmika za kompleks Nb206-
TUFM. 
Časovno razločljive spremembe v kvadratnem korenu odmika za kompleks Nb206-TUFM v 400 ns 
simulacije molekularne dinamike. Na X osi je čas izenačevanja kompleksa, ki je nastal med Nb206 



















4.6 Lokalizacija Nb206 
4.6.1 Označevanje Nb206 z barvilom FITC 
 
Molarnost vezanega barvila FITC na Nb206 (F/P) smo izračunali z uporabo enačb 1 in 2. 
Rezultati vezave barvila FITC na Nb206 so prikazani v tabeli 9.  













𝐴280 − (0,35 × 𝐴495)
=
0,143 × 0,257
0,104 − (0,35 × 0,143) 
= 0,681 
 
FITC 5:1 10:1 20:1 
A280nm 0,104 0,132 0,117 
A495nm 0,143 0,243 0,254 
F/P 0,681 1,330 2,320 
 
Tabela 9: Rezultati molarnega razmerja vezave barvila FITC na Nb206. 
 
4.6.2 Imunocitokemija nano-protiteles Nb206 in primarnih mišjih 
protiteles anti-TUFM 
 
Za izvedbo imunocitokemije smo se odločili, da bomo dodajali celicam Nb206-FITC, 
barvan v razmerju 10:1, saj smo po preliminarnih rezultatih dobili najboljše razmerje med 
signalom vezanega Nb206-FITC in ozadjem (podatki niso prikazani). Da bi dodatno 
potrdili specifičnost vezave Nb206 na bio-označevalec TUFM, smo izvedli in vitro 
imunocitokemijo na celicah GBM (slika 21). Celice GMC, U251MG in U87MG smo gojili 
na okroglih stekelcih, jih imobilizirali in barvali z Nb206-FITC (slika 21, zeleno) ter s 
komercialnim primarnim mišjim protitelesom anti-TUFM, kombiniranim s sekundarnim 
kozjim protitelesom anti-mišjim IgG CF640R (slika 21, rdeče). Z barvilom DAPI (slika 21, 
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modro) smo označili jedra celic. V skoraj 100 % celic sta bila signala pozitivna tako za 
Nb206 kot komercialno protitelo proti-TUFM, ki pa se ob prekrivanju slik popolnoma 
(slika 21, spodaj) ujameta okoli celičnih jeder, na mitohondrijih, kar je v skladu s 


















Slika 21: Imunocitokemija celic GBM z Nb206 in anti-TUFM. 
Imunocitokemija, izvedena na glioblastomskih celičnih linijah U87MG (levo) in U251MG (v 
sredini) ter GMC (desno). Signal smo sledili pod fluorescenčnim mikroskopom. Barvilo DAPI – 
jedra (modro); Nb206-FITC – (zeleno); komercialno monoklonsko protitelo proti TUFM – rdeče; 




            U87MG                              U251MG                             GMC 
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4.6.3 Imunocitokemija nano-protitelesa Nb206 in barvila 
MitoTracker Orange 
 
Mitohondrijske filamente smo označili z barvilom MitoTracker Orange (slika 22, rdeče), 
da bi potrdili kolokalizacijo Nb206-FITC (slika 22, zeleno) z mitohondriji. Celična jedra 
smo označili z barvilom Hoechst 33342 (slika 22, modro). Signal smo opazovali pod 
konfokalnim mikroskopom. Na sliki 22, spodaj, vidimo, da se signala za Nb206 in 
mitohondrijske filamente prekrivata in sta vidna v rumeni barvi. 
 
 
Slika 22: Imunocitokemija Celic GBM z Nb206 in MitoTracker Orange.  
Imunocitokemija, izvedena na celični liniji glioblastoma U251MG. Signal smo sledili pod 
konfokalnim mikroskopom. Barvilo Hoechst 33342 – jedra (modro); Nb206-FITC – (zeleno); 
barvilo MitoTracker Orange – mitohondrijski filamenti (rdeče). 
 
4.7 Citotoksičnost Nb206 
 
Citotoksičnost Nb206 smo izmerili s pomočjo metabolnih testov, izvedenih z reagentom 




kontrolnih celičnih linijah – NSC, astrocitih in nesmrtnih človeških keratinocitih (celice 
HaCaT). Učinke Nb206 smo določili po 24 urah in 48 urah, z dodanim Nb206 v 
koncentracijah 10 μg/mL in 100 μg /mL. Podatki, prikazani na sliki 23, potrjujejo, da je 
Nb206 v odvisnosti od koncentracije bistveno zaviral rast GMC in celic glioblastomske 
celične linije U87MG ter v manjšem obsegu U251MG. Tako je bilo povprečno preživetje 
celic po 24 urah z dodanim 100 μg/mL Nb206 znatno zmanjšano, zlasti za GMC (34,7 %, 
p <0,0001) in U87MG (48,5 %, p = 0,0036), pa tudi za U251MG (80,2 %; p = 0,0285). 
Njihovo preživetje je bilo še vedno zmanjšano pri dodanem 100 μg/mL Nb206 po 48 urah, 
in sicer za GMC 52,5 % (p <0,0001), za U87MG 53,3 % (p = 0,0015) in U251MG 81,1 % 
(p = 0,0395). Pri NSC, astrocitih in celicah HaCaT v 48 urah po dodatku 100 μg/mL 
Nb206 (slika 23) ni prišlo do zmanjšanja celične rasti. P vrednosti smo izračunali glede na 














Slika 23: Citotoksični učinki Nb206. 
Citotoksični učinki Nb206 (ob dodatkih 10 μg/mL oz. 100 μg/mL, po 24 in 48 urah) na kontrolne 
celične linije – astrociti, celice HaCaT in NSC ter GBM celične linije – GMC, U87MG in 
U251MG. Na Y osi so navedene srednje vrednosti % celične viabilnosti ± SD. * p <0,05; ** p 
<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. 
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4.7.1 Apoptoza in nekroza celic GBM 
 
Z uporabo komercialnega kompleta reagentov Annexin V-FITC/PI smo opazovali 
apoptozo in nekrozo pri GMC in glioblastomskih celičnih linijah U251MG in U87MG 
(slika 24). V primerjavi z ustreznimi kontrolami (celice brez dodatka Nb206), so po 
tretiranju z Nb206 celice GMC in U87MG podvržene progresivni apoptozi (zeleno) in 












Slika 24: Apoptoza in nekroza celic GBM. 
Apoptoza in nekroza celic U87MG (levo), U251MG (sredina) in GMC (desno). V zgornji vrsti so 
celice brez dodatka Nb206, v spodnji vrsti pa so celice z dodatkom Nb206. Apoptotične celice – 
zeleno, nekrotične celice – rdeče. 
 
4.8 Arheosomi 
4.8.1 Lokalizacija Nb206-FITC, vklopljenih v arheosome 
 
Pod fluorescenčnim mikroskopom smo si ogledali signal za Nb206-FITC (zeleno), 
vklopljeno v arheosome. Na sliki 25, levo, lahko vidimo zelen signal, ki ga oddajajo 
Nb206-FITC. Na sliki 25, desno, je prikazano prekrivanje fluorescenčnega signala in 
svetlobnega polja, kjer vidimo, da so se Nb206-FITC uspešno vklopili v arheosome. 
kontrola 
+ Nb206 





Slika 25: Imunofluorescenca Nb206-FITC, vklopljena v arheosome. 
Nano-protitelesa Nb206, konjugirana s FITC in vklopljena v arheosome. Levo – signal pod 
fluorescenčnim mikroskopom za Nb206-FITC, desno – prekrivanje signalov svetlobnega polja in 
fluorescenčnega signala. 
 
Glioblastomskim celicam U251MG smo dodali Nb206-FITC, vklopljeno v arheosome. Na 
sliki 26 (levo) so z barvilom DAPI (modro) obarvana jedra celic. Zeleni signal Nb206-
FITC (slika 26, sredina) je viden v citoplazmi celic U251MG, predvsem z višjo intenziteto 







Slika 26: Imunocitokemija celic GBM z Nb206-FITC, vklopljenim v arheosome. 
Imunocitokemija, izvedena na glioblastomski celični liniji U251MG z Nb206-FITC, vklopljenim v 
arheosome. Barvilo DAPI – jedra (modro), Nb206-FITC-arh – anti-TUFM (zeleno). 
 
4.8.2 Citotoksičnost Nb206, vklopljenih v arheosome 
 
Citotoksični učinek Nb206, vklopljenega v arheosome, smo preverili v glioblastomskih 
celičnih linijah (U87MG in U251MG), GMC ter kontrolnih celičnih linijah: NSC, 
astrocitih in celicah HaCaT. Dodatek samih arheosomov (500 µg/mL) celičnim linijam ni 
imel bistvenega citotoksičnega vpliva na nobeno od celičnih linij, ki so bile vključene v 
U251MG 
(Nb206-FITC)arh Merged DAPI 
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nalogo (slika 27). Nb206 (100 µg/mL), vklopljeno v arheosome, pa je statistično vplivalo 
le na rast celične linije U87MG po 72 h (80,7%, p<0,0091) ter U251MG po 24 h (84,0%, 
p<0,0151). Nb206, vklopljeno v arheosome, ni imelo vpliva na viabilnost ostalih celičnih 























Slika 27: Citotoksični učinki Nb206, vklopljenih v arheosome. 
Citotoksični učinki Nb206 (100 μg/mL v 24, 48 in 72 urah), vklopljenega v arheosome na 
kontrolne celične linije – astrociti, celice HaCaT in NSC ter GBM celične linije – GMC, U87MG 
in U251MG. Na Y osi so navedene srednje vrednosti celične viabilnosti ± SD. * p <0,05; ** p 





Pri zdravljenju bolnikov z glioblastomom (GBM) so nujno potrebni novi, perspektivni 
pristopi, ki bi se morali osredotočiti na ciljanje glioblastomskih matičnih celic (GMC) 
[128, 129]. V predhodni študiji smo imunizirali lamo z GMC, da bi povečali imunski odziv 
na proteine, ki se nahajajo na  površini celic glioblastoma [110]. Po imunizaciji smo 
limfocitno mRNA uporabili za sintezo cDNA "imunske" knjižnice nano-protiteles in nato 
zgradili knjižnico nano-protiteles, prikazanih na površini bakteriofagov. S tremi 
zaporednimi imunoafinitetnimi obogatitvami knjižnice na GMC smo obogatili bazen nano-
protiteles, specifičnih za proteine, ki so prekomerno izraženi v GMC. Izmed osmih nano-
protiteles, ki so imela na imunoafinitetni selekciji (ELISA) 1,9-krat večji signal od lizata 
normalnih tkiv, je samo eno nano-protitelo, imenovali smo ga Nb206, ustrezalo celotnem 
aminokislinskem zaporedju, značilnemu za nano-protitelo. Z vstavitvijo nukleotidnega 
zaporedja Nb206 v vektor pHEN6 smo temu dodali še 6× poli-histidinsko oznako, s katero 
smo v nadaljevanju lahko z afinitetno kromatografijo na nosilcu Ni-NTA pridobili čisto 
frakcijo Nb206. Nb206 smo naknadno očistili tudi z velikostno izključitveno 
kromatografijo in čistost preverili z NaDS PAGE. Nano-protitelo Nb206 je ustrezalo 
velikosti 14 kDa in je bilo 100% čisto. Par Nb206:Ag smo pripravili tako, da smo Nb206 
izpostavili nosilcu Ni-TED, na katerega se je nano-protitelo vezalo preko poli-
histidinskega repa, in nato dodali lizat GMC. Po večkratnih spiranjih smo par Nb206:Ag 
rezali s tripsinom in peptide eluirali z ureo. Proteomska analiza z masno spektrometrijo, ki 
so jo izvedli na ICGEB (Trst, Italija) je določila za Nb206 ustrezen antigen: mitohondrijski 
translacijsko-elongacijski dejavnik (TUFM). 
Razlog, da smo kot rezultat proteomske analize antigena dobili intracelularni 
mitohondrijski protein (TUFM) je ta, da je verjetno med postopki imunizacije in 
imunoafinitetne obogatitve prišlo do lize GMC, imunoafinitetna selekcija pa je bila 
narejena na proteinskem lizatu GMC. Izdatnejši citosolni proteini so po vsej verjetnosti 
prekrili sicer prisotne membranske bio-označevalce. 
Zapis za gen TUFM se nahaja v jedrni DNA, ki kodira protein TUFM, ki se sintetizira v 
citoplazmi in se nato transportira v mitohondrije, kjer uravnava izražanje mitohondrijskega 
genoma tako, da nadzoruje translacijo z mtDNA kodiranih proteinov. Mutacije v genu 
TUFM so povezane s pomanjkanjem oksidativne fosforilacije, kar povzroči laktatno 
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zakisanje in encefalopatijo [130]. Izbit gen za TUFM spodbudi epitelijsko-mezenhimalne 
prehode (EMT), zmanjšano aktivnost mitohondrijske respiratorne verige, povečano 
glikolitično funkcijo in proizvodnjo reaktivnih kisikovih zvrsti. Zmanjšano izražanje 
mtDNA povzroči mitohondrijsko nedelovanje in celični stres, kot sta pomanjkanje ATP in 
proizvodnja reaktivnih kisikovih zvrsti, kar sproži aktivacijo AMPK, spremembe v 
uravnavanju izražanja jedrnih genov in EMT [131]. V nasprotnem primeru pa je bila 
dokazana neposredna povezava med prekomernim izražanjem TUFM in indukcijo EMT ter 
karcinogenezo pri pljučnem raku [132]. Pri napredovanju raka želodca pa so ugotovili, da 
gre za znižanje ravni TUFM [133]. Na drugi strani pa so prekomerno izražanje TUFM 
izpostavili kot negativen prognostični dejavnik pri kolorektalnem raku [134] in 
adenokarcinomom trebušne slinavke [135]. V prvem delu doktorske naloge smo poleg 
identifikacije TUFM kot specifičnega bio-označevalca GMC tudi dokazovali njegovo 
prisotnost v glioblastomskih celicah in tkivih GBM. 
Validacija na proteinski ravni s prenosom western je pokazala prekomerno izražanje 
TUFM v vseh celicah in tkivih GBM, pa tudi v NSC. Glioblastomske matične celice 
(GMC), ki smo jih uporabljali v nalogi (kokulturo celic NCH644 in NCH421K), so 
pokazale najvišjo intenziteto izražanja proteina TUFM v primerjavi s celicami GBM 
celičnih linij U251MG in U87MG. Statistično smo celične linije primerjali med sabo in 
ugotovili, da je TUFM povišan v GMC za kar 2-krat oz 2,5-krat v primerjavi s celicami 
U251MG oz. U87MG. V tkivu GBM je bilo izražanje TUFM 5,6-krat večje v primerjavi z 
referenčnim tkivom. Imunohistokemija na tkivih GBM je prav tako pokazala povečano ali 
celo prekomerno izražanje proteina TUFM v nasprotju s tkivom normalnih možganov. 
Povečano izražanje smo opazili tudi v vzorcih tkiv nižjih gliomov. V prihodnje bi zato 
TUFM lahko služil kot diagnostični dejavnik pri odkrivanju tako GBM kot ostalih gliomov 
nižje stopnje. 
Na ravni mRNA smo potrdili, da je bila izraženost TUFM v celicah GMC, U87MG in 
U251MG znatno povišana v primerjavi z NSC. Pri primerjanju izražanja gena TUFM v 
glioblastomskih tkivih in normalnem možganskem tkivu pa nismo opazili statističnih 
razlik. Do razlik v izražanju na proteinski ravni in na ravni mRNA lahko pride zaradi post-
translacijskih modifikacij, s katerimi protein pridobi na stabilnosti, lahko pa tudi zaradi 




S trodimenzionalnim kompleksom med Nb206 in človeškim TUFM smo dokazali in silico, 
da sta Nb206 in TUFM v tesnem stiku skozi celotno obdobje analize. Aminokisline Nb206 
iz CDR3 regije, Arg99, Asp103 in Arg106, so v stiku z aminokislinami TUFM, Glu253, 
Asp260 in Arg273, in tvorijo stabilen kompleks. Med simulacijo dobimo uravnoteženo 
konformacijo že po 100 ns kvadratnega korena odmika, s periodičnimi nihanji okrog 
povprečne konformacije. Specifičnost Nb206 do TUFM smo potrdili tudi in vitro, na ravni 
imunofluorescence v glioblastomskih celicah U251MG, U87MG in GMC. Nb206, 
konjugirano z barvilom FITC, je pokazalo popolno kolokalizacijo s komercialnim 
protitelesom anti-TUFM. Signale za Nb206-FITC, ki smo jih posneli pod fluorescenčnim 
mikroskopom, smo zasledili predvsem okoli jedra. Predpostavljena lokacija je bila 
mitohondrijska in da bi jo potrdili, smo celicam v poskusu dodali barvilo MitoTracker 
Orange ter Nb206-FITC. Celice smo nato v različnih časovnih točkah fiksirali in pogledali 
signal pod konfokalnim mikroskopom. Jedra so bila obarvana z barvilom Hoechst 33342, 
ki celic ne poškoduje. Ugotovili smo, da signal za Nb206 popolnoma sovpada z 
mitohondrijsko mrežo.  
Citotoksični učinek Nb206 smo sledili na glioblastomskih celičnih linijah U87MG in 
U251MG, ter na GMC, astrocitih, celicah HaCaT in NSC. Nano-protitelo Nb206 je v 
odvisnosti od odmerka bistveno vplivalo na viabilnost celic po 24 urah pri konc. 100 
µg/mL, in sicer na viabilnost celic GMC, U87MG in U251MG. Učinek smo še vedno 
opazili po 48 urah po dodatku 100 µg/mL Nb206 pri vseh treh celičnih linijah, vendar je 
bil manjši kot po 24 urah. Celice GBM se po vsej verjetnosti v tem času lahko prilagodijo 
na Nb206, tako da zaženejo svoje proteolitske mehanizme ali pa aktivirajo ABC 
transporterje in aktivno izvržejo Nb206 iz celic. Po 24-urnem in 48-urnem dodatku 100 
µg/mL Nb206 celicam NSC ni bilo statističnega učinka na rast celic. Nb206 tudi ni 
vplivalo na rast astrocitov in na rast celic HaCaT. Zaradi neučinka Nb206 na normalne 
celice in specifičnega zaviralnega učinka Nb206 na celice GBM bi lahko Nb206 v 
prihodnosti izpostavili kot dobro osnovo za razvoj nove metode zdravljenja GBM.  
Pri pripravi bolj specifičnega dostavnega sistema, bi lahko uporabili arheosome 
(pridobljeni na Biotehniški fakulteti v Ljubljani), saj dodatek samih (praznih) arheosomov 
(v konc. 500 µg/mL) ni imel bistvenega citotoksičnega vpliva na nobeno od celičnih linij, 
ki so bile vključene v nalogi. Signal frakcije Nb206-FITC, vklopljene v arheosome, smo 
sledili pod fluorescenčnim mikroskopom in zasledili signal v arheosomih. Nb206 se je 
uspešno vgradilo v arheosome in več kot 80 % arheosomov je bilo napolnjenih z Nb206. 
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Očiščeno frakcijo Nb206-FITC, vklopljeno v arheosome, smo nato dodali glioblastomskim 
celicam U251MG ter jih inkubirali 24 ur. Ugotovili smo, da se je Nb206-FITC iz 
arheosomov vezalo na svoj tarčni bio-označevalec TUFM.  
Nb206 (100 µg/mL), vklopljeno v arheosome, je imelo zaviralni vpliv le na rast celic GBM 
celične linije U251MG, z učinkom po 24 urah dodatka,  in na rast celic GBM celične linije 
U87MG po 72 urah dodatka. Nb206, vklopljeno v arheosome, ni imelo vpliva na viabilnost 
ostalih celičnih linij. Predpostavimo lahko, da se Nb206 ni v celoti izločilo iz arheosomov, 
verjetno zaradi zmanjšane membranske prepustnosti, ali pa njegovega vpliva nismo sledili 
dovolj časa. Vsekakor so arheosomi še vedno obetaven dostavni sistem za uporabo in vivo. 
Z vgradnjo posebnega Nb, specifičnega za zunanji membranski antigen GMC, v lipidno 
membrano arheosoma, bi lahko ustvarili delujoč dostavni sistem, ki bi prehajal KMP in 





















S proteomskim pristopom fagnega prikaza smo iz knjižnice nano-protiteles z diferenčno 
imunoafinitetno selekcijo uspeli pridobiti nano-protitelo Nb206, ki je specifično za bio-
označevalec GMC. Z masno spektrometrijo smo ugotovili, da je bio-označevalec na 
katerega se veže Nb206, TUFM – mitohondrijski translacijsko-elongacijski dejavnik. 
Njuno močno vezavo smo potrdili s trodimenzionalnim modelom kompleksa N206:TUFM 
in s testi imunocitokemije. Zaradi prekomernega proteinskega izražanja TUFM v vseh 
vrstah celic, povezanih z GBM, v primerjavi z normalnim možganskim tkivom, 
predlagamo TUFM za dober bio-označevalec GBM. Z vnosom nano-protitelesa Nb206 v 
glioblastomske celice, smo uspeli doseči njegovo vezavo na omenjeni bio-označevalec in s 
tem povezan citotoksičen oz. zavirajoč, potencialno terapevtski učinek, kar bi lahko v 




















Priloga 1: Masna spektrometrija identificira TUFM kot tarčo Nb206. Zaporedje TUFM je 
prikazano s peptidi, ostanki označeni z rdečo in zeleno označujejo območja, za katera se 











Priloga 2: MS/MS spekter za TUFM. Prikazani so spektri za najboljše ujemanje peptidov za 
TUFM. Ujemajoči vrhovi so prikazani v barvah in neujemajoči vrhovi v črni barvi. Na spodnji 








Priloga 3: Soglasje komisije RS za medicinsko etiko za raziskavo z naslovom Uporabnost nano-




Priloga 4: Soglasje komisije RS za medicinsko etiko za raziskavo z naslovom Glioblastom in 
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